


















































































































































1. Evaluar  la  presencia  de  PNE  en  preparaciones  vacunales  a  través  de  la  inducción  de 












































especies  de  pezuña  hendida,  salvajes  y  domésticas.  Las  especies  domésticas  principalmente 






La  FA  fue  observada  por  primera  vez  en  1514  y  descripta  en  1546  en  Venecia  por 
Hieronymus Fracastorius de Verona, en  su publicación  “De Contagione et Contagiosis Morbis et 
Eorum Curatione”. Los animales rechazaban el alimento y presentaban vesículas en las mucosas de 




En  la última parte del  siglo XIX,  en el  camino de  la    comprensión de  las enfermedades 
infecciosas, hay que mencionar  la    labor pionera de Pasteur y Koch y  sus  colegas. Amén de  las 
referencias  a  Fracastorius  que  aparecen  en  la mayoría  de  los  artículos  sobre  la  historia  de  la 
enfermedad, considero que el punto de partida en nuestro conocimiento de  la enfermedad y su 
agente causal pertenece a Loeffler y Frosch (1898), un poco más de un siglo atrás. 
En  Alemania  así  como  en  toda    Europa,  el  tamaño  del  problema  causado  por  esta 
enfermedad,  era  tan  grande  en  ese  momento  que  condujo  a  la  oferta  por  el  Ministerio  de 
Agricultura prusiano  en 1893 de un premio de 3000 Reichmarks para la persona que "identificara 
y, si es posible, aislara la cuestión contagiosa que causaba fiebre aftosa, y demostrara su eficacia a 
través de un experimento decisivo  con animales". Diez  candidatos  trabajaron  sin éxito  sobre el 
problema por 2 años. 
Esto dio lugar a una moción que presenta el Canciller Imperial de  Reichstag para tener en 
cuenta  la  necesidad  del  establecimiento  inmediato  de  las  instituciones  experimentales  para  la 
investigación exhaustiva de la enfermedad. Con una asignación de 55000 Reichmarks se organizó 
una  comisión de  investigación en  la enfermedad.  Loeffler, quien  fue profesor en el  Instituto de 







Loeffler  continuó  su  labor  en Greisswald pero  la naturaleza  altamente  contagiosa de  la 
enfermedad,  y  como  resultado  de  la  presión  de  los  agricultores  de  la  zona  se  puso  fin  a  los 
estudios hasta que se pudieron hacer en un lugar seguro. Esto llevó finalmente a pasar en 1909 a 






socioeconómicas  que  su  presencia  origina,  sobre  todo  en  los  mercados  internacionales  de 







de  la  enfermedad  y  la misma  nunca  se  volvió  a  contraer;  esto  ha  sido  en  parte  debido  a  las 
condiciones  geográficas  y  en parte  a  las medidas político  sanitarias  adoptadas  (como  lo  son  el 
sacrificio, cuarentena, aislamiento, la seroterapia y los controles a las importaciones ganaderas). 
El  último  brote  registrado  en Australia  fue  en  el  año  1870.  Tanto América  del Norte  y 
Central así como las Islas del Caribe se encuentran libres de FA. En América del Norte los últimos 














En  África  la  enfermedad  es  endémica,  con  altas  prevalencias  en  la  mayor  parte  del 
continente. El tipo O es el más frecuente en el norte y este del continente, el tipo A en el oeste, 
centro y este, mientras que el tipo C no es común. Solamente en África se observan los tipos SAT1, 
SAT2 y SAT3. El  tipo SAT3 ocurre en un área  restringida del sur de África, estando  los otros dos 
distribuidos  ampliamente,  a  excepción  del  norte  del  continente  (Geering  y  cols.,  1995).  Un  brote  del 
serotipo O aislado en el año 2000 en la República de Sudáfrica se relacionó con otros aislamientos 
realizados previamente en Asia y con los aislamientos en Europa del año 2001 (Knowles y cols., 2001b).  
En  Asia  central  la  enfermedad  es  endémica,  siendo  los  serotipos  A,  O  y  Asia  1  los 
prevalentes. En Tajikistán desde el año 2004 en adelante se han reportado brotes todos los años 
causados por los serotipos anteriormente mencionados. El límite entre Pakistán, Irán y Afganistán, 
la  región  Punjan,  es  considerada  una  zona  de muy  alto  riesgo  debido  a  la  alta  densidad  de  la 
población animal y la baja cobertura vacunacional (se estiman unos 23 millones de cabezas entre 
búfalos y bovinos). 
En  cuanto  al  este  asiático,  los  serotipos  O,  A  y  Asia  1  también  son  endémicos 
principalmente  en  7 de  los  10 países  integrantes de  la  zona,  estos  son Camboya,  La República 





brotes  en  Vietnam;  la  epizootia  fue  causada  principalmente  por  el  serotipo  O,  si  bien,  se 
reportaron brotes causados por el serotipo Asia 1, el cual afecto mucho más a la población bovina 
que a  la porcina. Dicho serotipo, además se ha  localizado al norte de Vietnam en  la frontera con 
China y una provincia del  sur de Camboya por  lo cual  se  sospecha que  los brotes mencionados 
anteriormente, tienen su origen en el movimiento no reglamentado de ganado bovino y búfalos 
procedentes de China y Camboya. 
















se  extendió  desde  Chile,  el  noreste  y  el  centro  oeste  de  los  estados  de  Brasil,  Perú,  Bolivia  y 
Paraguay  lo  que    propagó  la  FA,  llegando  a Venezuela  y  Colombia  en  el  1950  y,  finalmente,  a 
Ecuador en 1961. 
En  la  actualidad  en  América  del  Sur,  la  FA  es  endémica  en  pocos  países. Muchos  han 




en  los años 2000 y 2001. La OIE  (Organización  Internacional de Epizootías)  lo declaró "libre con 
vacunación" el 22 de mayo de 2003 y mantiene dicho estatus actualmente (OIE, 2007).  
Bolivia presenta  zonas endémicas y  la OIE  le aprobó una zona  "libre de FA en donde se 
practica la vacunación" a partir de enero de 2003. El 9 de octubre de 2003 se informó a la OIE que 
















Tanto  Perú,  Ecuador  como  Venezuela  presentan  la  enfermedad  de  forma  endémica. 
Colombia presenta una    "zona  libre  sin  vacunación"  (región del noroeste del departamento de 
Chocó), una región "libre con vacunación”   que comprende todos  los departamentos de  la costa 
atlántica y territorios de los departamentos de Antioquía y Caldas donde se encuentra casi el 40% 
de  la ganadería y una  zona endémica en el  resto de  su  territorio donde  se  siguen produciendo 
brotes (OIE, 2007). 
 












bovinos del partido de Arrecifes presentaban  llagas de  la enfermedad. En 1882  José Hernández, 
autor del Martín Fierro, escribe "Instrucción del estanciero", que editó Casavalle, y allí se  indica 








declararlo  inmediatamente a  la autoridad  local  competente  (art. 4º).  Los artículos 12º a 23º  se 
ocupan  de  la  importación  y  exportación  de  animales.  En  caso  de  infracción,  se  aplicarían  las 
penalidades establecidas por los artículos 29º a 33º. 
Es en 1910 cuando el gobierno  reconoce oficialmente  la existencia de  la enfermedad. El 
primer gran golpe internacional se produjo en 1929, cuando Estados Unidos cerró sus fronteras a 
las carnes de países con aftosa,  luego de  la epidemia que sufrieron y que atribuyeron a  la carne 
ingresada por importación de países con ese mal. 
Luego, en 1945, a  través del decreto 24.954  se dispuso  la  creación del  Instituto para  la 
Elaboración  de  Vacunas  contra  la    Fiebre  Aftosa.  Cinco  años  después,  en  1950,  se  impone  la 
obligación de vacunar contra dicha enfermedad a  los ganados que entraban en el sur del  límite 
norte de los entonces territorios de Neuquén y Río Negro. Las cosas mejoraban, en 1953 se dicta 
una  ley que obliga  a  la  faena del  ganado  con  aftosa  sólo  en el  Frigorífico Nacional, mataderos 




















del  VFA).  Además  de  las  medidas  anteriores,  en  esta  región  se  utilizaron    otras  estrategias 
sanitarias  tradicionales  como  control  del movimiento  de  hacienda,  sacrificio  de  animales  con 
sintomatología que hiciera suponer un brote de FA, etc.  
Sin  embargo,  la  inmunidad  conferida  por  la  vacuna  no  duraba  lo  suficiente  como  para 
proteger  a  los  animales  entre  una  vacunación  y  la  siguiente  (4  meses).  De  esta  forma,  se 
posibilitaba una permanencia anual cíclica de la enfermedad (Pizzi, 1998). 
Cabe destacar que la instauración del control de vacuna y la aplicación del plan, junto a la 
inclusión  de  variantes  antigénicas  llevo  a  bajar  el  numero  de  brotes  desde  más  de  4000  a 
alrededor de 1000, número que se mantuvo estacionalmente.   
En el gráfico siguiente se  representan el número de brotes a  lo  largo de  los años desde 
mediados de  la década del ´60 hasta principio de  los ´90, nótese que en función de  las variantes 
aisladas a campo,  las cuales  luego  fueron  incorporadas en  las vacunas, y  las medidas de control 













del  ’90 y en base a estudios epidemiológico  realizados  se determinó  la distribución de  la FA en 
nuestro territorio, y su relación con  los sistemas de producción predominantes en cada zona. Así 




• Zona  2‐Patagonia  Norte:  indemne,  limitando  al  norte  con  las  áreas  del  país 
afectadas, representando un riesgo inmediato para la zona. 
• Zona  3‐Precordillerana  (Oeste):  constituida  por  aquellas  provincias,  salvo  las 
patagónicas, que limitaban al oeste con la Cordillera de los Andes, y sumada a ellas 











como mantenedora  de  la  enfermedad.  Por  otro  lado  era  ésta  la  zona  que más 
interesaba sanear. Se la subdividió en dos zonas:  
        5.i.  Zona  endémica  primaria:  La  actividad  productiva  predominante  era  la  cría. 
Caracterizada  por  una menor  densidad  animal,  pero  fuente  constante  de  nuevos 
animales susceptibles (terneros), que junto a los adultos, mantenían la enfermedad 
en  forma  permanente,  y  luego  la  transportaban  a  la  zona  endémica  secundaria, 
cuando se los trasladaba para el engorde. 
     5.ii.  Zona  endémica  secundaria:  La  actividad  predominante  era  la  invernada 
(engorde de novillos).  Esta  zona  poseía  una  altísima  densidad  de  bovinos  que  se 
veían afectados con  la  introducción de animales  infectados traídos desde  las zonas 
de cría; ocasionando de esta manera verdaderas epidemias regionales. 







Se  descentralizaron  los  organismos  oficiales.  Se  crearon  organismos  Regionales  y  otros 
Locales. Estos dependían de  los centrales, como ser SENASA, pero poseían cierta  independencia, 
posibilitando una  rápida  toma de decisión  y  acción. De esta  forma  el plan  adquirió una mayor 
flexibilidad, aunque en un primer momento  fue algo descoordinado e  inoperante  (se extendían 
mucho  los  períodos  de  vacunación).  Corregidas  estas  particularidades,  e  incorporando 
gradualmente la vacuna de tipo oleoso, hasta abarcar el total de la población bovina (50.000.000 
de cabezas), logró en cuatro años lo que no se había conseguido en más de cien (Pizzi, 1998). 
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vacunación  implementada  y  un  amplio  porcentaje  de  la  población  cubierto  por  la  vacunación  el 
número de  de brotes reportados es 0 (cero). 
 
En mayo de 2000, si bien  la OIE declaró a  la Argentina  libre de aftosa sin vacunación dos 
meses  después  se  verificaron  brotes  de  la  enfermedad  en  el  noroeste  del  territorio  nacional, 
producidos  por  la  entrada  ilegal  de  animales  portadores  desde  Paraguay,  luego  los  brotes  se 
extendieron por amplias áreas ganaderas. La enfermedad afectó en su mayoría a bovinos menores 
de  2  años  (80%),  aunque  también  se  vieron  afectados  ovinos  y  porcinos  (Mattion  y  cols.,  2004).  La 
epizootia fue controlada finalmente por restricciones en el movimiento de animales y nuevamente 
el país retomó la estrategia de vacunar sistemáticamente los bovinos en riesgo. 
En  julio de 2003  la Argentina volvió a ser declarado país  libre de aftosa con vacunación, 
por la OIE, condición que se volvió a perder dos meses después con motivo de la reaparición de la 
enfermedad en el norte de Salta, en  la vecindad con Bolivia. A partir del año 2005, nuevamente 











El  Servicio  Nacional  de  Sanidad  y  Calidad  Agroalimentaria  (SENASA)  por  Resolución 
N°35/06 declara el Estado de Emergencia Sanitaria en todo el territorio Nacional a causa del Foco 
de  Aftosa  detectado  en  la  Prov.de  Corrientes.  En  este  sentido,  el  SENASA,  ejecutó  de manera 
inmediata los procedimientos establecidos por las normas internacionales, para eliminar la fuente 
de  infección del virus y evitar una posible difusión; procediéndose al sacrificio sanitario de todos 




fortalecimiento de  la barrera  inmunitaria de  todos  los animales  susceptibles a  la  fiebre aftosa.‐ 
instalación  de  puestos  de  control,  desinfección  y  vigilancia  activa  con  la  inspección  clínica  de 
animales en un área de 13 km.  
En  este marco  se  dictaron  otras medidas  gubernamentales  a  saber:  se  crea  el  Sistema 
Nacional  de  Identificación  Bovina:  se  caravanea  a  todos  los  bovinos  nacidos  en  2006.  El 



















Las  mermas  en  la  producción  animal  se  deben  a  que  los  animales  afectados  no  se 




La  gravedad  de  la  infección  se  debe  principalmente  a  su  alta  contagiosidad,  a  la  gran 
cantidad  de  huéspedes  naturales  y  a  la  variabilidad  del  virus;  lo  que  resulta  dificultosa  la 
implementación de programas de erradicación para el control de la enfermedad. 
Por  lo  tanto,  las pérdidas  económicas  se  ven potenciadas por  los  costosos  y  complejos 
planes de control de la enfermedad. Finalmente, otro factor importante es la restricción impuesta 
por  los  países  libres  de  la  enfermedad  a  la  importación  de  productos  de  origen  animal 
provenientes de países en los cuales la enfermedad es endémica.  
El 19 de febrero de 2001, el veterinario de un matadero de Brentwood (Essex) diagnosticó 














Estos  episodios  ponen  en  evidencia  la  excepcional  importancia  de  contar  con  planes 
estratégicos orientados al efectivo control de  la enfermedad. Siendo  la vigilancia epidemiológica 
uno de los principales elementos para lograr la rápida detección de la enfermedad, obviamente, se 





resto  a  exportación.  La  población  lechera,  en  continuo  crecimiento  en  los  últimos  años,  está 
constituida por unas 20.000 explotaciones con 2.0 M de vacas en ordeñe. 
En marzo de 2001 el país  reconoció oficialmente  la pérdida del  status  sanitario de país 
libre de FA con vacunación. La crítica situación epidemiológica ocasionó pérdidas cuantiosas a  la 
producción de carnes, lácteos y lanas y provocó el cierre de todos los mercados, las restricciones al 









como  productores  de  alimentos.  También  son  susceptibles  especies  como  bisontes,  jabalíes, 








como  huésped  de mantenimiento,  el  porcino  como  amplificador  y  el  bovino  como  indicador, 
evidenciando los signos clínicos de la enfermedad  (House y Mebus, 1998). 
Las lesiones bucales en los ovinos suelen ser mucho menos frecuentes que las podales, de 
allí que en esta especie  la enfermedad pase desapercibida muchas  veces  (McVicar  y  Sutmoller,  1976). El 
porcino juega un papel importante en la cadena epidemiológica de la FA particularmente por ser, 
después de infectado, un gran replicador de virus (Donaldson y Ferris, 1980, Donaldson y cols., 1987, Sellers y Parker, 1969). 

















una  cápside  proteica  de  forma  icosaédrica  (20  caras  triangulares)  que  está  compuesta  por  60 
copias  de  cada  una  de  las  4  proteínas  estructurales:  1A,  1B,  1C  y  1D,  basándonos  en  la 
nomenclatura  definida  por  Rueckert  y  Wimmer  (1984).  Las  proteínas  estructurales  también  se 
conocen como VP4, VP2, VP3 y VP1, respectivamente (Racaniello, 2001).  
Por su polaridad positiva y  la presencia de poli(A) en el extremo  terminal 3', el ARN del 
virus de  la FA puede  ser  traducido sin  transcripción previa de un mensaje complementario, por 




inoculado utilizando  la vía  intradermolingual o  intramuscular en bovinos y otros animales  (Cottral  y 
Bachrach, 1968). Este virus posee una cápside proteica pero carece de cubierta lipídica y por lo tanto no 










La  Fig.5 muestra  la  estructura del  genoma del VFA.  Este posee más de  8.000 bases de 
longitud y está unido covalentemente en su región terminal 5' a un residuo de 23‐24 aminoácidos, 











Fig.5:  Organización  del  genoma  del  VFA.  Diagrama  que muestra  el  genoma  del  VFA:  la 
región no traducida 5', la región que codifica para la síntesis de proteínas, la región no traducida 3' y 






para  la  traducción  de  ARN mensajero  (ARNm)  en  eucariotas.  Los  genomas  de  los  picornavirus 
asociados al virión están unidos covalentemente a un corto polipéptido viral, que es  la proteína 
3B.  Esta proteína  se  encontró  en el extremo de  los  genomas nacientes de polaridad positiva  y 
negativa, sugiriendo un rol en la iniciación de la replicación de ARN King y cols. 1980, demostraron 














longitud  (Forss  y  cols.,  1984).  Esta  región  incluye  el  fragmento  S  (del  inglés  small,  pequeño)  y  un 
fragmento de poli(C) de aproximadamente 100 bases conteniendo 90% de residuos de C y el resto 
de U  y A  (Brown  y  cols.,  1974).  Siguiendo  a  éstos hay  un  segmento de ARN de más de  700 bases de 
longitud que puede  formar estructuras  secundarias,  las que  incluyen  repetidos pseudoknots en 
tándem,  un  elemento  involucrado  en  la  replicación  del  ARN  llamado  cre  (del  inglés  cis  acting 




proteína  PCBP  (del  inglés  poly(C)  cellular  binding  protein,  proteína  celular  ligada  al  poli(C))  y 
serviría  en  la  circularización  del  genoma  junto  con  esta  proteína  para  iniciar  el  cambio  de 
traducción  a  replicación durante el  ciclo de  crecimiento  viral  (Mason  y  cols.,  2003a).  La  función de  los 
pseudoknots es desconocida (Mason y cols., 2003a). El cre se asocia con la replicación viral (Mason y cols., 2002). 





















(eIF4G)  (Devaney  y  cols.,  1988,  Medina  y  cols.,  1993).  Esta  actividad  lleva  a  un  bloqueo  en  la  traducción  cap‐
dependiente de proteínas, de esta manera la síntesis proteica dentro de la célula se deriva sólo a 
proteínas virales que, por ser iniciada en el IRES, es independiente del factor eIF4G (Mason y cols., 2003a). 
Lpro es  también un determinante  importante de  la virulencia, esencial para producir  transmisión 





1C y 1D. La estructura  tridimensional de éstas es  la que provee  los sitios antigénicos que dan  la 
respuesta  a  la  vacunación  o  infección,  y  a  su  vez  son  las mediadoras  de  unión  a  receptores 
celulares y de entrada en  la célula. El clivaje de  las proteínas que conforman P1/2A es realizado 
por una proteasa codificada por el propio genoma viral  localizada en P3, 3Cpro, excepto el clivaje 









2Apro  posee  sólo  16  aminoácidos  y  se mantiene  asociada  a  la  porción  P1  después  del  clivaje 
primario de  la poliproteína  (Vakharia  y  cols.,  1987) y  se cree que es una autoproteasa  (Ryan  y  cols.,  1991). 2A 
puede ser clivada del precursor P1/2A por medio de 3Cpro y 3CDpro (Ryan y cols., 1989).  






asociado a membranas de vesículas  inducidas por el virus,  formadas de membranas del  retículo 
endoplasmático rugoso, siendo  la presencia de  las vesículas y de  la proteína 2C un prerrequisito 
para  la  síntesis  del  ARN  viral.  El  precursor  2BC  estaría  involucrado  en  la  proliferación  de  las 
membranas llevando a la formación de las vesículas. La proteína 2C y su precursor 2BC se unirían 
al  ARN  viral  y  unirían  a  éste  a  las membranas  vesiculares  y  esta  unión  sería mediada  por  el 
precursor 3AB. Este complejo proteico anclaría al ARN viral para proveer  la organización espacial 
correcta  necesaria  para  la  replicación  (Bienz  y  cols.,  1990).  La  función  de  2C  parecería  ser  la  de  una 
helicasa, involucrada en la separación de las cadenas del ARN viral durante la replicación. Basado 
en estudios en polio y por  la estructura muy conservada con 2C del VFA, se cree que 2C cumple 









en  geles de poliacrilamida  (Giraudo  y  cols.,  1987,  Sagedahl  y  cols.,  1987).  Subsecuentemente  se demostró que 
estos cambios eran resultado de una deleción de 19 o 20 codones en el tercio carboxi‐terminal de 
la región codificante de 3A (Giraudo y cols., 1990). 3A forma parte de intermediarios estables que incluyen 



















de  la  replicación de  la hebra de ARN negativa, pero sí  se sabe que cataliza  la elongación de  las 














La  infección  viral  se  produce  por  la  adsorción  a  la membrana  plasmática  de  la  célula 
huésped  (Schneider‐Schaulies, 2000). Se ha propuesto que  la zona de  interacción del virus con el receptor 
celular es  la secuencia RGD  (arginina‐glicina‐aspártico) en el “loop” G‐H de  la proteína VP1 que, 
altamente  conservada en  todos  los  serotipos,  se encuentra expuesta en  la  superficie del  virión 









El  ARN  viral  es  traducido, mediante  un mecanismo  cap‐independiente,  por medio  del 
reconocimiento  del  sitio  IRES  dando  como  resultado  una  poliproteína,  para  lo  cual  utiliza  la 
maquinaria  biosintética  de  la  célula  huésped.  Esta  poliproteína  es  clivada  rápidamente  por 
proteínas celulares o por procesos autocatalíticos hasta la formación de las proteínas funcionales 
(Grubman and Baxt, 2004) 
El  extremo 5’ del ARN  viral  se  encuentra unido  covalentemente  a  la proteína VPg,  y  el 
extremo 3’ codifica para un extremo de poli A. Así la ARN polimerasa ARN dependiente, reconoce 
diferencialmente entre el ARN viral del ARNm celular para la replicación (Grubman and Baxt, 2004). 
La  ARN  polimerasa  viral  (3Dpol)  sintetiza  cadenas  complementarias  (de  polaridad 
negativa) que sirven como templados para  la síntesis de cadenas de polaridad positiva  (Grubman and 
Baxt,  2004)  que  serán  empaquetadas  en  la  formación  de  nuevos  viriones.  La  formación  del  virión 
maduro 146S,  involucra al clivaje de VP0 generando VP2 y VP4. El reordenamiento de  la cápside 
viral resultante de dicho clivaje constituye el paso final del proceso de maduración  (Grubman and Baxt, 




a  la  vez  se  sintetizan  una  gran  cantidad  de  PNEs  del  virus.  Estás  últimas  poseen  diferentes 
funciones durante la replicación viral, algunas ya conocidas y otras aun en estudio; además poseen 






le  dan  una  de  sus  principales  características,  la  gran  diversidad  antigénica.  La  comparación  de  
secuencias de nucleótidos de la proteína neutralizante VP1, entre los diferentes serotipos, permite 
la construcción de árboles filogenéticos para visualizar las relaciones entre diferentes aislamientos. 








pruebas  serológicas  y  que  presentan  cierto  grado  de  protección  cruzada,  y  así  es  como  se 
estableció la epidemiología molecular de los diferentes serotipos (Domingo y cols., 2003; Knowles y Samuel, 2003). 
Esta  diversidad  y  heterogeneidad  antigénica  tiene  enorme  importancia  en  el  control  de  la 
enfermedad, exigiendo una vigilancia epidemiológica constante y  la elaboración de vacunas con 
componentes  inmunogénicos perfectamente  identificados con  las cepas de virus actuantes en el 
campo (Brown y cols., 2003). 
Knowles  y  Samuel,  compararon  las  secuencias  de  1D  para  separar  a  los  7  diferentes 
serotipos en diferentes topotipos (a los que definen como líneas evolutivas que difieren genética y 
geográficamente), basándose en diferencias de hasta un 15% para  los serotipos O, A, C y Asia1 y 
de un 20% para  los  serotipos  SAT. Por  su parte,  los  tipos A  y O  son  los más distribuidos en el 









la  inhalación  de  partículas  virales  provenientes  de  animales  infectados  (Donaldson  y  cols.,  1987).  La 
infección también puede ocurrir por abrasiones en  la piel o en  la membrana de  las mucosas; sin 
embargo, es muy poco eficiente y requiere al menos 10000 veces más virus (Donaldson  y cols., 1987). 











para  contraer  la  enfermedad  depende  de  varios  factores  como  ser:  dosis,  cepa  viral,  especie 
animal, vía de infección y nivel de Acs neutralizantes (AcN) (Grubman y Baxt, 2004). 
La  aparición  de  vesículas  en  lengua  y  patas  es  precedida  por  el  aumento  de  la 
temperatura.  Posteriormente,  el  virus  se  disemina  por  vía  sanguínea  estableciendo  sitios  de 
replicación secundaria. El periodo de incubación puede variar entre 2 y 14 días, dependiendo de la 
dosis infectante y la vía  de infección. (Grubman y Baxt, 2004). 
Los porcinos  son menos  susceptibles que  los bovinos  a  contraer  la enfermedad por  vía 
aerógena  (Alexandersen  y  cols.,  2002;  Alexandersen  y Donalson,  2002). En esta especie  la vía digestiva es una de  las 
puertas de entrada viral más  comunes. Además  los porcinos  son  capaces de excretar mas virus 
que  bovinos  y  ovinos  Alexandersen  y  Donalson,  2002;  Alexandersen  y  cols.,  2001).  En  animales  de  corta  edad,  la 
infección puede ser letal generada por una miocarditis. 
Es  importante mencionar que el virus puede ser encontrado en sitios donde  las  lesiones 
clínicas aún no han sido observadas (Alexandersen y cols., 2001). 
El ovino representa una peligrosa e inaparente fuente de diseminación del VFA ya que es 
muy difícil  realizar  el diagnóstico  clínico de  los  animales  infectados.  Esta  especie    es  altamente 
susceptible a  la  infección viral por aerosol o por contacto, y puede excretar altas dosis de virus 
(Kitching y Hughes, 2002).  
















y  porcino  excretan  el  máximo  de  virus    cuando  las  lesiones  vesiculares  están  en  el  estado 
temprano agudo de generalización (Donaldson, 1986).  
Cuando  se  realizan  pruebas  de  potencia  de  vacunas,  lo  animales  son  infectados  por  la 
inyección del virus  por la vía intradérmica/subdérmica, como una vía confiable para establecer la 

















Según  condiciones experimentales el período de  incubación descrito mediante  contacto 
directo continuo en la especie bovina fue de 3.5 días mientras que para la especie ovina de 2 días. 
(Alexandersen y cols., 2003ª). 










casos  en  que  el  virus  penetra  directamente  en  la  piel  o  en    las mucosas  a  través  de  cortes  o 
abrasiones.  La  importancia de  la  faringe  se demostró para  el bovino mediante  la  infección por 
contacto directo e  indirecto,  instilación  intranasal  y por  la  vía  aerógena  (Alexandersen  y  cols.,  2003ª).  En 
cambio, para el ovino  las tonsilas son  las que  juegan un  importante rol en  la primo  infección. Lo 
cual  se explica por el hecho de que en esta especie  las  tonsilas están  situadas  inmediatamente 
sobre el paladar blando, así hay un estrecho contacto entre las dos superficies anatómicas. 
El VFA puede detectarse en  la  faringe 1 a 3 días entes de que se detecte  la viremia. La 
































cantidad.  Estudios  experimentales  han  demostrado  que  a  partir  de  la  infección  de  bovinos 
mediante la exposición indirecta a cerdos infectado el virus fue hallado primariamente en saliva y 
en muestras de probang de la faringe (Alexandersen y cols., 2003ª). 
El  virus  también  se  excreta  en  la  leche  y  en  el  semen por un período  corto  antes que 
aparezcan  los  signos  clínicos, en un  comportamiento que  imita el perfil de  viremia  (Burrows,  1968b). 








antes de  la aparición de signos clínicos  (Sellers y Parker, 1969) y subsecuentemente en  la sangre seguido 





Seguida  de  la  fase  aguda  de  la  infección  con  el  VFA,  algunos  animales  pueden 
experimentar  una  infección  de  tipo  persistente  y  asintomática.  Asimismo,  animales  vacunados 
pueden ser susceptibles a una infección persistente luego de ser expuestos al virus. Estos animales 
son los denominados “carriers” (Salt y cols. 1993). 
Van  Bekkum  y  cols,  demostraron  que  es  posible  recuperar  VFA  infeccioso  a  partir  de 
líquido esófago  faríngeo  luego de 28 días post‐infección de bovinos en estado convaleciente  (van 
Bekkum y cols. 1959).  
El VFA puede causar infección persistente en bovinos, ovinos y caprinos. Los porcinos, en 
cambio, no presentan estado portador,  ya que  luego de 3‐4  semanas no es posible detectar el 
VFA. 
La duración del estado portador está relacionada con la raza y especie. En bovinos puede 
ser aislado el VFA hasta   3 años post‐infección  (Hedger  y  cols., 1968), mientras que en ovinos se puede 
recuperar virus infeccioso hasta 9 meses post infección  (Burrows y cols., 1968) y en búfalos africanos por 
un mínimo de 5 años (Condy y cols., 1985). 
La  transmisión  de  la  enfermedad  por  medio  de  animales  carriers,  aún  no  ha  sido 
completamente  comprobada.  Existe  solo  una  evidencia  de  transmisión  de  búfalos  africanos  a 
bovinos durante el un brote de FA en Zimbabwe en 1980 y 1990. Del mismo modo, en condiciones 
controladas,  la  transmisión  de  la  enfermedad  a  animales  susceptibles  a  partir  de  animales 
portadores parecería ocurrir a través del contacto sexual (Bastos y cols., 1999). 
La presencia de virus vivo en muestras de líquido esófago faríngeo de animales carriers no 










la  complejidad  inmunológica,  diversidad  de  hospedadores  y  la  existencia  de  portadores 
asintomáticos (carriers) sino fundamentalmente a las pérdidas económicas ocasionadas.  
Por  lo  tanto,  el  control  y  erradicación  del  VFA  están  basados  en  las  condiciones 
epidemiológicas,  la  capacidad  técnica  y  operativa  y  la  disponibilidad  de  recursos  humanos, 
económicos y financieros.  





Si se pudiesen controlar  las fuentes de  infección o se pudiese aumentar  la resistencia de 
los animales al VFA de manera de que ya no sean susceptibles a la infección o se lograse evitar el 
contacto entre  las  fuentes de  infección  y  los  animales  susceptibles el  virus desaparecería de  la 
población en  forma natural  y progresiva por  la eliminación de  los  reservorios de  virus  y de  las 
fuentes de infección o por la inactivación del agente en estas últimas. 
En países  libres en donde no se practica  la vacunación, ante el  ingreso del VFA, se deben 
tomar medidas para proteger el resto de la población susceptible, para lo cual es imprescindible la 
detección precoz, el sacrificio inmediato de los animales infectados y sus contactos, la desinfección 
de  equipos  y  la  eliminación  de  materiales  potencialmente  infectados;  la  cuarentena  de  los 
establecimientos  o  áreas  infectados  y  la  imposición  de  restricciones  a  los  movimientos  de 
animales,  productos  y  subproductos  de  origen  animal  y  vehículos  potenciales  del  agente 
(Inglaterra 2000‐2001). 
En oportunidades en que  la efectividad de  las medidas descriptas no puedan  llegar a ser 
garantizadas o existan condiciones que favorezcan la  transmisión viral (Ej.: alta densidad animal) 





Estas  medidas  se  apoyan  en  la  utilización  de  técnicas  de  diagnóstico  especiales  que 
permitan  asegurar  luego  la  ausencia  de  infección  en  las  poblaciones  vacunadas  (ELISA  para 
detección de Acs contra PNE‐VFA). 
Si  los  brotes  se  presentan  en  zonas  libres  con  vacunación,  las  acciones  a  tomar  son 
similares a  las descriptas anteriormente para  los países  libres sin vacunación, pero realizando en 
todos  los  casos  la  vacunación  en  anillo  y  la  vigilancia  epidemiológica  controlando  ausencia  de 
circulación viral con técnicas de ELISA.  
Como  consecuencia  de  planes  de  control  en  países  infectados  donde  se  aplican  planes 
efectivos  que  incluyen  vacunación,  el  número  de  focos  declina  hasta  hacerse  esporádicos  o 
desaparecer. En estas etapas, si bien la inmunidad de la población animal puede protegerlos de la 
enfermedad,  el  virus  aún puede  llegar  a  infectar  los  animales  y,  continuar  circulando entre  los 
animales de manera subclínica, por lo tanto en estos casos el relevamiento serológico a través de 





La  presencia  de  lesiones  vesiculares  tanto  en  el  bovino,  como  en  porcinos,  ovinos  y 
caprinos  lleva a una sospecha de FA. Sin embargo mediante el diagnóstico clínico no se pueden 
diferenciar las diferentes enfermedades vesiculares (estomatitis vesicular, el exantema vesicular y 
la  enfermedad  vesicular  del  cerdo).  En  el  caso  de  bovinos  y  ovinos  afectados,  también  debe 
diferenciarse de: viruela mamaria, fiebre catarral maligna, lengua azul, peste bovina, rinotraqueitis 
bovina,  vulvovaginitis  infecciosa  bovina,  entre  otras.  Por  este motivo  y  por  la  gravedad  de  la 









viral.  En  los  casos  clínicos  se  puede  analizar  una  variedad  de muestras  que  incluye  el  epitelio, 
muestras faringoesofágicas y suero mediante aislamiento del virus, RT‐PCR y ELISA. 
Para realizar el aislamiento viral se utilizan cultivos celulares donde el virus produce efecto 
citopático.  Los  sistemas  de  cultivos  celulares  sensibles  incluyen  células  primarias  de  tiroides 
bovino (de ternera), y células primarias de riñón de cerdo, ternero o cordero. También se pueden 
utilizar  líneas celulares establecidas, como  la BHK‐21 (de riñón de hámster  lactante) o  la  IB‐RS‐2, 
pero, por lo general, son menos sensibles que las células primarias para detectar niveles bajos de 











Para  amplificar  los  fragmentos  del  genoma  del  virus  de  la  FA,  se  utiliza  la  reacción  en 
cadena de la polimerasa precedida de  transcripción inversa (RT‐PCR). Esta técnica se emplea para 
la detección y tipificación del VFA. 
Tiene  una  sensibilidad  comparable  a  la  del  aislamiento  del  virus  y  los  procedimientos 
automatizados mejoran  el  rendimiento  de  la muestra  (Reid.  S.,  2001).  Si  bien,  el  RT‐PCR  para  VFA 
cuenta  con  buenos  porcentajes  de  sensibilidad  y  especificidad,  la  visualización  del  producto 
amplificado en gel de agarosa  le quita objetividad a  los  resultados ya que depende, en muchos, 






Para  investigar  la  presencia  del  ARN  del  virus  de  la  FA  en muestras  de  tejidos  se  han 
desarrollado  técnicas  de  hibridación  in  situ  (WOODBURY  E.L.,  1995).  Estas  técnicas  solo  se  utilizan  en 















estos provienen de poblaciones de  animales  vacunados o  infectados.  En  este  aspecto  la  fiebre 
aftosa  ha  sido  pionera  en  utilizar  técnicas  serológicas  utilizando  antígenos  marcadores  o 
diferenciales (DIVA). La importancia de estas técnicas se ha ido incrementando como herramienta 
epidemiológica  para  la  vigilancia  de  la  infección  en  zonas  donde  la  vacunación  es  una  de  las 
principales medidas de lucha contra la enfermedad; ya sea durante la erradicación de la misma, la 
contención de un foco, o incluso en el mantenimiento de poblaciones libres de la enfermedad con 
planes  de  vacunación  sistemáticos  a  toda  la  población  bovina  (como  ocurre  en  la  República 
Argentina).  En  estos  casos  se  vuelve  imprescindible  asegurar  la  ausencia  (“no  circulación”)  del 
agente  en  la  población  bovina  vacunada.  Esto  se  debe  a  que  la  inmunidad  conferida  por  la 
vacunación  de  los  mismos,  puede  ocasionar  que  los  animales  se  infecten  con  el  VFA,  sin 
manifestarlo clínicamente. 






estar  asociada  a  las  cápsides maduras.;  en  este punto  cabe destacar que  el  término  “antígeno 




previa  con  el  VFA  fue  la  prueba  de  inmunodifusión  en  gel  de  agar  (IDGA).  Debido  a  la  baja 
sensibilidad de este test, Alonso y colaboradores,   desarrollaron un ensayo inmunoenzimático de 
ELISA en fase líquida (ELISA‐VIAA) para identificar y cuantificar los Acs contra el VIAA del VFA. Sin 
embargo,  la mayor  sensibilidad  alcanzada mediante  la  aplicación  de  este  tipo  de  ensayo,  en 
comparación con el IDGA‐VIAA, generó un aumento en el número de resultados VIAA‐positivos en 
bovinos    vacunados  y  reinmunizados  con  vacunas  que  contenían  altas  concentraciones  de 
antígenos no purificados del VFA.  
Para  superar  las  limitaciones  mencionadas,  se  reemplazo  el  VIAA  por  un  antígeno 
recombinante del VFA,  la polimerasa 3D, con el propósito de eliminar  la presencia potencial de 




En  un  estudio  realizado  por  Bergman  y  cols  se  analizaron  muestras  de  bovinos 









En  la  actualidad el principio de detección de Acs  contra PNE‐VFA  se ha  transferido a  la 








alta  sensibilidad  y  especificidad  para  la  detección  de  Acs  contra  diferentes  PNEs‐VFA  como 
marcadores específicos de infección. Sin embargo luego de varios estudios realizados, se observó 
que  las  PNEs‐VFA  3AB  y  3ABC  (descriptas  como  las más  inmunogénicas)  son  las  que  poseen 









garantizar  la  no  circulación  viral  en  regiones  libres  de  FA  con  poblaciones  bovinas  vacunadas 
sistemáticamente (como es el caso de  la República Argentina, donde  la mayor región productiva 
del país está reconocido  en la actualidad como región libre del VFA con vacunación obligatoria). 
Las  regiones  libres  del  VFA  sin  vacunación,  realizan  la  vigilancia  epidemiológica  de  la 
población  animal,  utilizando  ELISA  en  fase  líquida  (para  detección  de  Acs  contra  proteínas  de 
cápside de VFA). Sin embargo, luego de los últimos episodios de FA ocurridos en la Unión Europea 
(UE)  (2000 y 2001), donde se utilizó  la vacunación de emergencia para contener el avance de  la 
enfermedad en lugar del sacrificio masivo de animales (políticas de “vaccine to live”) surgió luego 
la necesidad de  testear a  la población vacunada para garantizar  la no circulación del VFA en  las 
mismas. Para ello se utilizaron técnicas de detección de Acs contra PNEs‐VFA. A pesar de ser el I‐
ELISA 3ABC / EITB de Panaftosa la técnica de referencia según la OIE, las autoridades sanitarias de 
la UE  se  inclinaron por el uso de  técnicas desarrolladas en aquella  región  (Paton  et  al.,  2006). En esa 
situación propusieron la combinación de al menos dos técnicas: una primera con alta sensibilidad 
y la confirmación de casos positivos con una segunda, más específica. 






















3ABC Trappig ELISA  3ABC  E. coli  IZSELE, Ita. 
De Diego y 
Brocchi, 1997. 
Ceditest FMDV‐NS  3ABC  Baculovirus  Cedi, Hol. 
Sorensen, 
2005. 
Svanovir FMDV 3ABC   3ABC  E. coli  Svanova, Sue.  Person, 2004. 









3ABC ICT‐MILSTEIN  3ABC  E. coli  ICT‐MILSTEIN, Arg.   











La  eficacia  de  una  vacuna  es  la  capacidad  de  lograr  los  objetivos  para  los  que  fue 







determinarán el grado de protección, dependiendo este, de  la cepa viral,  la masa antigénica y  la 
formulación usada en la elaboración del inmunógeno. 
La calidad de  la vacuna anti‐aftosa es  imprescindible para  lograr una campaña de control 
anti‐aftosa efectiva, pero esto no es suficiente ya que  la eficacia de una campaña de vacunación  
debe  incluir  una  correcta  cobertura  vacunal,  frecuencia  de  vacunación,  duración  de  períodos 
vacunales,  intervalo  entre  vacunaciones,  provisión,  distribución  y  mantenimiento  de  los 
inmunógenos y aplicación. Asimismo, la correspondencia entre la cepa vacunal y la presente en el 




dudas,  la más  importante de  todas  las medidas profilácticas existentes. Es  importante destacar 
que previniendo  la enfermedad en  la especie bovina,  se previene  la misma en  todas  las demás 
especies presentes en la región, posibilitando su erradicación. 
Existen diversos parámetros que modulan la respuesta inmune de los animales vacunados 
y que no pueden  ser pasados  por  alto  al momento de desarrollar un programa de  vacunación 
eficiente. Éstos son: 






PNEs‐VFA  en  animales  vacunados  que  interfieran  luego  con  el  diagnóstico 
especifico de infección con el VFA. 
• Tipo de Adyuvante: este aspecto está directamente relacionado con la duración de 






• Variantes  virales:  las  vacunas  contra  la  FA  comúnmente  contienen más  de  una 
cepa del  virus,  lo que  refleja  la  situación epidemiológica   en el país    región.  En 
América del Sur, por ejemplo, es trivalente  y contiene los serotipos O, A y C. 
• Edad de  los animales  vacunados:  Los primeros  tres meses de  vida,  los  animales 
están protegidos por los Acs. calostrales aportados por sus madres. Luego de este 
tiempo,  y  hasta  los  dos  años  de  vida,  los  animales  no  generan  una  buena 
respuesta  inmunitaria  post  vacunal.  Por  este  motivo,  se  deben  revacunar  los 









La  vacuna  actual    contra  la  FA  es  de  tipo  inactivado  y  se  formula  con  adyuvante  para 
favorecer  la  respuesta  inmune.  Una  serie  de  países  han  establecido  bancos  de  vacunas  que 
contienen  el  antígeno  concentrado    y  almacenado  en  la  fase  gaseosa  de  nitrógeno  líquido.  El 
























Tan  pronto  como  la mayoría  de  las  células  están muertas,  la mayor  parte  del  virus  se 
clarifica, es decir, que todo contaminante de mayor peso molecular que el 146S es eliminado del 
producto soluto antes del proceso de  inactivación. Dicho proceso se realiza mediante un primer 
agregado  de  BEI  (etilenimina  binaria),  sin  dejar  de  agitar  el  contenido  del  tanque  para  luego 
traspasarlo a un segundo tanque estéril donde se realiza la segunda adición de BEI. En este punto 
se retiran muestras para la titulación en una línea de células sensibles a fin de establecer la tasa de 









El  antígeno  está  sujeto  a  la  ultrafiltración  y  a  la  cromatografía  para  poder  obtenerlo 
altamente  purificado  y  altamente  concentrado.  Así  los  antígenos  inactivados,  se  almacena  en 
nitrógeno  líquido  hasta  su  utilización.  Este  material  es  especialmente  adecuado  para  las 
necesidades  de  los  bancos  de  antígenos,  así  como  para    facilitar  la  formulación  de  la  vacuna 
cuando se requiere más de una cepa. 
Es  importante en el marco del presente  trabajo,  resaltar algunos puntos del proceso de 
elaboración de la vacuna de VFA. Los procesos de concentración, ultrafiltración, diafiltración como 
también  la  clarificación  viral  emplean  como  operación  unitaria  la  filtración  tangencial.  Las 
operaciones  de  filtración  tangencial  son  procesos  físicos  de  separación  transmembrana  que 
permiten  separar  y/o  concentrar  los  constituyentes  de  una mezcla  líquida  en  función  de  sus 
propiedades. Así, una  solución  fluye bajo presión  sobre  la  superficie de una membrana y  como 





 En el proceso de  concentración utilizado en  la elaboración de estas vacunas, el  cual  se 
denomina batch topped off   se llega a concentrar el virus en el orden de 80X veces; para  llegar a 
este valor  (desde el punto de vista de  la  ingeniería) se tiene que emplear un tanque asociado al 
principal que admita  los caudales de recirculación de modo tal que el tanque grande  lo alimenta 
con  producto  fresco  y  este  va  concentrando  hasta  el  factor  de  concentración deseado. Quiero 
resaltar  que  en  el  proceso  de  concentración  además  de  la  partícula  viral  o  146S  se  están 
concentrando  proteínas  espurias  de  menor  peso  molecular  que  deberán  ser  eliminadas 
posteriormente para evitar reacciones adversas, como por ejemplo alergia, una vez formulada  la 
vacuna.  Entre  estas  proteínas  también  se  encuentran  las  PNEs  que  de  estar  presentes  en  la 
formulación  vacunal  final,  ya  formulada  con  adyuvante oleoso, desencadenarían una  respuesta 

















 Fig.12:  Planta  de  elaboración  de  vacuna  anti‐aftosa.  Sistemas  de  tanques  y  filtros  
empleados en  la concentración y purificación; en azul se observan válvulas automáticas para cerrar 





diafiltración,  y  en  particular,  la  diafiltración  discontinua  es  una  operación  que  podríamos 
denominarla “en diente de sierra” donde el producto se concentra, luego se adiciona buffer hasta 









colorados, de mayor  tamaño,  la partícula viral. La membrana  intermedia permite el escape de  las 
estructuras  de  bajo  peso molecular.  En  una  primera  instancia  el  volumen  inicial  se  concentra  2X 
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bien  la cantidad de volúmenes  se estima de modo  teórico, generalmente, surgen de analizar cada 
proceso  en  forma  práctica  dado  que  las  distintas  estructuras  a  purificar  responden  a  diferentes 
principios fisicoquímicos, entre ellos la fuerza iónica.  
 
La  industria  dedicada  a  la  elaboración  de  vacunas  del  VFA,  en  los  últimos  años  ha 
incorporado  tecnología  de  última  generación  dedicada  exclusivamente  a  la  eliminación  de  las 
PNEs,  para  ello  luego  de  los  procesos  anteriormente  descriptos  se  acopla  un  proceso 
cromatográfico a  fin de que el  target o producto de  interés, en este caso el virus, esté  lo “más 
solo” posible. Esta última técnica y su desarrollo están sujetos a convenios de confidencialidad de 
las distintas empresas.  
Finalmente,  una  vez  realizada  la  selección  de  las  cepas,  el  antígeno  ya  concentrado, 




realizan  en  una  emulsión  doble  agua‐aceite‐agua);  el  hidróxido  de  aluminio  se  prescribe 
únicamente para los rumiantes. 
En  cuanto  a  la  carga útil de  cada  antígeno depende de  la  antigenicidad de  la  cepa,  así 














cuales,  de  aprobar  dichos  controles,    pueden  ser  utilizadas  a  campo.  Entre  estas  pruebas  se 
destacan las siguientes: 
• Inocuidad:  para  obtener  la  aprobación  reguladora,  se  debe  realizar  una  prueba  de 
toxicidad  local  y  sistémica  sobre  un  lote  de  ensayo  de  vacuna  empleando  un  número 
adecuado de cabezas de ganado. Se recomienda realizar pruebas con dosis doble y dosis 
repetida de modo tal que contengan la mayor cantidad y número de antígenos permitida.  
• Potencia: esta prueba es denominada PGP  (porcentaje de protección contra  la  infección 
generalizada de la pata o prueba de generalización podal) para la cual se vacuna con una 




vacunados. Alrededor de 4  semanas post  vacunación  se  los  inocula para  ser desafiados 
con una cepa altamente virulenta según los tipos virales presentes en la vacuna a desafiar. 
Se estima que se  inoculan con 10.000 DIB‐50 (dosis  infectiva bovina al 50%) en al menos 
dos  zonas  de  la  superficie  superior  de  la  lengua.  Los  animales  control  no  protegidos 














único  al  que  se  suministra  una  dosis  completa  de  vacuna,  el  porcentaje  medio  de 
protección individual esperado sería  igual o mayor que el 75% si se emplean 16 animales 
(OIE, 2006). 
• Duración de  la  inmunidad: La duración de  la  inmunidad  (DI) de una vacuna contra  la FA 
dependerán  de  la  formulación  y  la  potencia.  Como  parte  del  procedimiento  de 
autorización,  el  fabricante  está  obligado  a  demostrar  la  DI  de  una  vacuna,  ya  sea  por 
desafío  en  el  modelo  animal  o  el  uso  de  una  prueba  alternativa  validada,  como  la 





procesos  que  implica  tal  purificación  (y  los  controles  sobre  la misma),  los  fabricantes 
deben demostrar  la ausencia de  inmunogenicidad respecto a  las PNEs   como parte del 
procedimiento de obtención de una licencia (OIE, 2006). 
Como método de prueba de  la pureza respecto a PNEs  la OIE propone vacunar 
un  número  adecuado  de  terneros,  con  al menos  una  dosis  doble  de  la  vacuna  que 
contenga  el máximo  número  y  cantidad  de  antígenos permitidos.  Los  terneros  deben 
vacunarse  al menos  tres  veces  durante  un  periodo  de  3–6 meses  y,  a  continuación, 
deben ensayarse 30–60 días después de la última vacunación para detectar la presencia 
de  Acs  contra  las  PNEs.    De  este  modo  los  resultados  negativos  de  estas  pruebas 
demostrarían que la vacuna no induce Acs contra estas proteínas. Por otra parte, por lo 
que respecta a los lotes, puede demostrarse la confirmación de la pureza de la vacuna si 
se  demuestra  la  ausencia  de  aumento  de  la  reactividad  contra  PNEs  en  los  sueros 







in  vivo,  contemplando  los  mismos  parámetros,  es  decir,  la  inmunización  repetida, 
emplear  las  vacunas  formuladas  que  contienen  un  número  máximo  de  antígenos 
permitidos,  llevar a cabo estas pruebas al menos una vez por cada vacuna (dado que  la 





PNEs  que  deberán  ser  inferiores    a  los  considerados  como  positivos  en  la  prueba 
inmunológica elegida. 
Cumpliendo con los parámetros anteriormente detallados los fabricantes pueden 
utilizar  otros  esquemas  y  calendarios  de  inmunizaciones  y  pruebas,  siempre  que  se 
pueda justificar que el programa utilizado es el más adecuado para inducir una respuesta 
de Acs a PNEs (EMEA, 2004). 
Como  parte  del  expediente  de  autorización  del  producto  final,  la  vacuna,  y  según 
recomienda  la  EMEA  el  fabricante  debe  presentar  datos  de  ensayos,    in  vitro  (de  tipo 
inmunoquímico) a modo  tal de de demostrar que el proceso de purificación  reduce el nivel de 





A  lo  largo de este  capítulo  introductorio  se ha destacado  la  importancia de  la vigilancia 
epidemiológica  activa  como  parte  de  todo  programa  de  control  y  lucha  contra  la  FA  (OIE,  2004). 
También se ha mencionado la importancia de las pruebas de diagnóstico para la detección de Acs 
contra  PNEs‐VFA  y  su  aporte  a  la  vigilancia  epidemiológica.  Dichas  pruebas  adecuadamente 
validadas, constituyen  la mejor opción para  la detección de  infección con el VFA en poblaciones 
animales  vacunadas  contra  la  enfermedad,  donde  la  inmunidad  conferida  puede  ocultar  la 







purificadas  o  bien  están  en  concentraciones  ínfimas.  Por  lo  tanto,  los  Acs  desarrollados  en 
respuesta a  la vacunación no interferirían con el diagnóstico de la enfermedad siempre y cuando 
las vacunas hayan sido oficialmente aprobadas respecto al contenido de estas proteínas espurias. 
En  la  actualidad  existe  suficiente  información  sobre  la  inmunogenicidad de  las distintas 






En el presente  trabajo  se ha desarrollado un método  in vitro que permitiría detectar  la 


























ello  se  aislaron  colonias  individuales  a partir de  stocks de estas bacterias  transformadas  con el 
plásmido pRSET A‐3AB1 (Silberstein, 1997) congelados a ‐70°C. Las colonias individuales se amplificaron y 








en  el  cual  las  bacterias  fueron  sometidas  a  una  lisis  alcalina  con NaOH  0,2M  y  SDS  1%  y  una 
precipitación con acetato de potasio 3M/5M. Luego de una extracción con fenol/cloroformo (1:1) 






















ambiente  en  una  cuba  de  electroforesis  horizontal  (Wide‐Min.i‐Sub  Cell  GT  cell,  Bio  Rad).  Las 
muestras se sembraron en el gel con el agregado de 1/10 de buffer de siembra. Se incluyó en cada 
corrida un marcador de peso molecular (1Kb DNA Ladder o 100bp Ladder, (Promega)). Posterior a 










volumen  final  de  10µL.  Se  incubó  1  hora  a  37°C.  Posteriormente  se  llevo  a  cabo  una  nueva 
digestión  con el doble de volumen de DNA plasmídico,  las mismas  condiciones de buffer y BSA 
tiempo y temperatura   y se empelaron las enzimas BamH I   y Hind III (1 unidad de cada enzima). 













Biotecnología, CICVyA), utilizando  el  kit  (Big Dye  Terminator  v3.1, de   Applied Biosystems)  y  el 




Las  secuencias nucleotídicas  obtenidas,  junto  a  las  secuencias  aminoacídicas  estimadas, 
fueron  comparadas  a  secuencias  cargadas  en  el Gene Bank  (NCBI).  Para  lo  cual  el  análisis  y  el 
alineamiento primario de las secuencias fueron realizados con el programa CLUSTAL W, (Multiple 





Figura.15:  Estructura  del  plásmido  pRSETA‐3AB1‐his,  donde  se  detallan  los  componentes 




Obtenidas  las  secuencias aminoacídicas  y antes de  realizar  la producción de  la proteína 
recombinante  se  analizó  “in  silico”  el  nivel  primario  de  organización  proteico.  Empleando  el 
método de Kolaskar y Tongaonkar  (http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/ antigenic.pl) basado en un 
enfoque semiempírico que utiliza  las propiedades  fisicoquímicas de  los  residuos de  la  secuencia 







transformados  con  el  plásmido  pRSET A‐3AB1‐his  (Silberstein  et  al.,  1997).  Las  bacterias  transformadas 
fueron crecidas en medio de cultivo Luria Broth (triptona; levadura; NaCl y NaOH, pH: 7,4) con el 




plateau  de  su  curva  de  crecimiento:  D.O700  =  1,0.  Finalizada  la  inducción  de  las  bacterias 
transformadas  con el plásmido pRSET A‐3AB1‐his  se procedió  a  alicuotar  los 500 mL de  cultivo 
obtenidos en tubos cónicos de 50 mL. Posteriormente, los tubos se centrifugaron durante 20 min. 
a 5000 rpm. Se descartó el sobrenadante (medio de cultivo) y se conservaron los pellets (bacterias 











resultantes,  se  tomaron  1,6 mL  y  se  colocaron  en  un  baño  térmico  (95°C)  durante  5 min.  La 
muestra así preparada  se  sembró en una  calle de 15  cm. de  longitud en un gel preparativo de 
poliacrilamida (12%) de formato grande (22 x 20 cm). En una segunda calle pequeña se sembró el 
marcador  de  peso molecular  (Prestained  protein  ladder,  Fermentas).  Se montó  el  equipo  para 
electroforesis (ProteanII, Bio Rad). Se agregó el buffer de corrida (Tris 20mM; glicina 150mM y SDS 
0,1%  ‐  pH:  8,3)  y  se  realizó  una  corrida  electroforética  en  condiciones  desnaturalizantes,  de  5 





una  leve agitación del mismo. Posteriormente  se  colocó en  solución decolorante  (Acido acético 
10% y metanol 40%) durante 12 horas a 4°C con el fin de elimin.ar el exceso de Coomasie blue del 











De  cada  muestra  se  sembraron  15  μL/calle  (entre  0,1  y  1  μg/mm  de  calle),  diluida 
previamente en partes iguales en buffer de carga (SDS 4%; Tris 125 mM; β‐mercapto‐etanol 10%; 
glicerol 10%; azul de bromofenol 0,02%). Una vez homogeneizada, cada mezcla fue colocada en un 
baño  térmico  (95°C) durante  5 min.  Las muestras  así preparadas  fueron  sembradas  junto  a un 
marcador  de  peso  molecular  (Prestained  protein  ladder,  Fermentas)  en  minigeles  de 
poliacrilamida  (12%).  Una  vez  montado  el  equipo  para  electroforesis,  se  agregó  el  buffer  de 
corrida (Tris 20mM; glicina 150mM y SDS 0,1% ‐ pH: 8,3) y se realizó una corrida electroforética de 
2 horas de duración a 100‐150 Volts. El gel obtenido, se tiñó con una solución de Coomasie blue 
















min.  (desnaturalización de  las proteínas). Las muestras así procesadas  fueron sembradas  junto a 
un marcador de peso molecular (Prestained protein ladder, Fermentas) en un gel de poliacrilamida 
(12%). Se  realizó  la electroforesis durante 2 horas a 100‐150 Volts  (SDS‐PAGE). Las proteínas de 
esta  forma  separadas,  fueron  transferidas  luego a una membrana de nitrocelulosa de 0,22  μm. 
Para  ello  se  utilizó  una  cuba  semiseca  para  electrotransferencia  y  buffer  de  transferencia  (Tris 
0,025 M; glicina 0,192 M – pH: 8,3). La electrotransferencia se realizó a 20 V durante 1 hora. Los 




Para  la detección de  la proteína  recombinante 3AB1‐his por Western blot se emplearon 
distintos  sueros  de  referencia  como  primer  Ac:  AcM  anti‐his  producido  en  ratón  (1:3000 
(Amersham®),  sueros  policlonales  de  referencia  provenientes  de  bovinos  infectados:  (091INTA) 
(031SENASA) y un suero policlonal monoespecífico anti‐3AB1 (suero“HA5”), y sueros policlonales 
de  referencia  provenientes  de  bovinos  no  infectados  con  el  VFA:  5  sueros  de  bovinos  no 




(1:2000)  o  anti‐bovino  (1:1500),  ambos  conjugados  con  fosfatasa  alcalina.  Posteriormente  las 
membranas  fueron  lavadas  nuevamente  con  buffer  de  lavado.  La  banda  correspondiente  a  la 
proteína recombinante 3AB1 se evidenció con el agregado de  la solución de cromógeno‐sustrato 








del ácido bisinconínico  (Micro BCA protein assay kit, Pierce), siguiendo  las  recomendaciones del 





Se  realizaron  diluciones  seriadas  al  medio  de  los  diferentes  stocks  de  proteína  3AB1 
recombinante en buffer carbonato/bicarbonato (pH=9,6) de ELISA. Se partió de una dilución 1:250 
hasta una dilución 1:4000. Se utilizaron 10  sueros de bovinos  infectados y no  infectados  con el 
VFA, y se determinó la máxima dilución de proteína 3AB1 (utilizada como antígeno) que era capaz 
de discriminar correctamente entre sueros de bovinos infectados y no infectados con el VFA. Otro 








anteriormente mencionado.  En  ambos  casos  y  para  el  grupo  control  de  animales  normales  se 
utilizaron 5 ratones/grupo. La fase acuosa  la proteína a  inocular, se emulsionó   en adyuvante de 
Freund y los grupos recibiendo tres vacunaciones (una cada 10 días) de 0, 2 mL/dosis. Se recolectó 








Se  sembraron  células  BHK‐21  sobre  chambers  slides.  Luego,  fueron  ingresados    al 









Se  realizó  la  permeabilización  celular  con  buffer  PBTG  durante  20 min.  a  temperatura 
ambiente.  Luego  se añadieron en  los distintos pocillos  infectados y no  infectados  los  siguientes 
primeros Acs: suero de ratón inoculado con 5 µg de la proteína recombinante 3AB1 y suero normal 
de ratón (SNR). Se incubó en estufa de cultivo a 37°C durante 40 min. Luego de lavar con PBS, se 

















Aires. El mismo  fue descalostrado y alimentado con un sustituto  lácteo para evitar  la  ingesta de 
Acs contra el VFA a través del calostro materno. El animal  fue  inmunizado por vía  intramuscular 
con  un  adyuvante  oleoso  cuya  formulación  fue  50%  de  adyuvante  oleoso  y  50%  solución  que 
contenía la proteína recombinante 3AB1 (50 μg de proteína recombinante 3AB1); a los 21 días de 
la  primer  dosis,  se  le  aplicó  una  segunda  dosis  con  la  misma  cantidad  de  proteína  3AB1 






3AB1  recombinante  (40 µg/dosis; dosis 0.2mL), aplicando 3 dosis de  inmunógeno  cada 15 días, 






Se  inoculó una cobaya de 3 meses de edad por vía  intramuscular con  la   proteína 3AB1 





















Se  determinó    el  título  de  Acs  por  ELISA  3AB1  en  los  sueros murinos  y  luego  de  la  segunda 




























células y se descartó el sobrenadante y   el pellet  fue resuspendido en medio de selección  (HAT: 
hipoxantina,  aminopterina  y  timidina)  a  una  densidad  de  2x  108  células  hibridas  /mL.  Se 








Cada  tres días se  realizó    la  renovación del medio de cultivo HT en un 50%  junto con  la 
observación  al microscopio del  crecimiento de  los híbridos.  El  sobrenadante  celular    se  analizó 






de  una  placa  de  96  pocillos  un  promedio  de  5  células/  pocillo,  en  las  tres  filas  siguientes  1 
célula/pocillo  y  0.5  células/pocillo  en  las  dos  filas  restantes.  Se  incubó  por  10  días  realizando 
controles periódicos  y marcando  los pocillos donde  crecía  solo un  clon.  Los  clones positivos en 
crecimiento semiconfluente y con reacción positiva (detectado por ELISA 3AB1) fueron expandidos 
en  forma gradual. Los hibridomas productores de AcMs  fueron clonados nuevamente y aquellos 







Células  de  un  cultivo  con  muy  buena  confluencia  fueron  cosechadas  y  luego  0.5  mL 
conteniendo 2.106  células híbridas  se  inyectaron por  vía  intraperitoneal  en    20  ratones BALB/c 
isogénicos  previamente  inoculados  (7  días  antes)  por  esta  vía  con  0.25  mL  de  adyuvante 
incompleto de Freund (Gillette, 1986). 
El líquido acumulado se drenó por punción intraperitoneal, previa sedación de los ratones 
(15 días  luego de  la  inoculación) y  se  repitió el proceso    cada dos días hasta el  sacrificio de  los 
animales. 













Se  sensibilizó  una  Placa  Inmulon  I  con  el  péptido  3AB1  en  dilución  1/1000    en  buffer 










las placas y  se  reveló   utilizando o‐fenilenediamina  (OPD)‐H2O2  como  sustrato de  la peroxidasa. 
Posteriormente, se leyó la D.O a 490 nm en un lector MR5000 microplate. Se incluyeron controles 





Como  fuera descripta en  la sección M.1.1.7.5.1 se  llevó a cabo  la  técnica de  IFI. En este 
caso  sobre  los  pocillos  conteniendo  células  BHK‐21  infectadas  y  no  infectadas  con  el  VFA  se 
añadieron los siguientes primeros Acs: AcM anti‐3AB1, sueros de ratón específico anti‐3AB1 y SNR, 
en dilución adecuada. Se  incubó en estufa de cultivo a 37°C durante 40 min. Luego de  lavar con 








Placas  Inmulon  II  fueron  absorbidas  con  50 µL por pocillo de  suero de  conejo  anti‐VFA 
utilizado  como  captura  diluído  en  buffer  carbonato  /bicarbonato    pH  9,  6,  las mismas  fueron 
incubadas a 4°C durante toda  la noche. Luego de  lavar 3 veces con PBST‐1X, se sembraron 70 µL 
por pocillo de  buffer de bloqueo (PBST‐OVA 1%) y se incubó durante 1 hora a 37 °C con agitación. 














temperatura  ambiente  y  luego  la  reacción  se  frenó  con  H2SO4  2N.  Finalmente  se  leyó  la 






Este test es un ELISA en  fase  líquida  tipo sandwich. Primeramente se sensibilizó  la placa 






la placa  sensibilizada  y bloqueada,  y  se  incubó 60 min.  con  agitación.    Se  lavó,  como  se  indico 




luego  la  reacción  fue  frenada con 2,25 M de H2SO4. Se  leyó a 492 nm. Una  reacción positiva es 












de  esta  manera,  diferenciar  entre  animales  infectados  y  no  infectados  con  VFA  (estén  estos 
vacunados o no contra la enfermedad). Este ensayo ha sido descripto por OIE como técnica oficial 
de  screening, utilizando  al  EITB  (Inmunoblot, de Panaftosa)  como prueba  confirmatoria para  el 
diagnóstico de Acs contra PNE‐VFA (OIE, 2004). 
El ensayo se realiza en tres etapas: 1) incubación de las muestras (sueros bovinos, en una 
dilución  de  1:20)  en  una  placa  previamente  sensibilizada  (PNE‐VFA  3ABC);  2)  incubación  del 
conjugado y 3)  incubación del sustrato. Siguen a  las dos primeras etapas ciclos de  lavados y a  la 








bicarbonato.  Se  incubó  overnight  a  4°C.  Luego  de  lavar  4  veces  con  PBS  1X‐Tween  0,05%.,  se 
añadió 50 µL del  antígeno recombinante 3ABC diluido en buffer de dilución y se incubó durante 2 
hs   a 37°C con agitación. Luego, cada muestra de suero en dilución 1:40 se añadió   a  los pocillos 
con y sin antígeno y se incubó por 30 min. a 37°C. Nuevamente, se lavó 4 veces y la detección del 
Ac  unido  se  realizó mediante  agregando  IgG  anti‐bovino  conjugado  con peroxidasa  en dilución 
adecuada incubándose por 30 min. a 37°C, se lavó 4 veces y como sustrato se empleó  ABTS/H2O2. 
A  los 30 min. de  trascurrida  la  reacción  se  leyó  la absorbancia  a 415nm.  Los  resultados  fueron 








Para  cada muestra  a  analizar  se  destinaron  tres  pocillos.  De  estos,  2  se  sensibilizaron  con  el 
antígeno: proteína 3AB1 (0,0066 μg/pocillo en buffer carbonato/bicarbonato – pH: 9,6) mientras 
que en el tercero se colocó buffer carbonato/bicarbonato solamente y se utilizó para cuantificar el 
background  provocado  por  la  interacción  suero‐placa.  Colocada  la  proteína  en  los  pocillos 
correspondientes,  la placa  se  incubó por 12 horas  a  4°C. Una  vez  sensibilizada,  se  realizaron  3 





de  preabsorción  (PBS;  0,05%  Tween  20;  10%  SNE;  2,5%  lisado  de  E.coli  sin  transformar).  Se 
colocaron 2 μL de cada muestra en 200 μl de buffer de preabsorción (dilución final de cada suero: 
1:100).  Se analizaron   29 muestras por placa,  junto a  los  tres  controles  internos del ensayo: 1) 
control positivo primario (CP1), 2) control positivo secundario (CP2), y 3) control negativo (CN). La 
placa  con  las diluciones de  sueros  se  incubó durante 1 hora a 37°C  con agitación. Concluida  la 
incubación de ambas placas, y una vez retirado el buffer de bloqueo de la placa sensibilizada, los 
sueros  de  la  placa  de  preabsorción  se  transfirieron  por  triplicado  (50  μL/pocillo)  a  la  placa 
sensibilizada (dos réplicas se incubaron en pocillos con antígeno, mientras que la tercera se colocó 






través  de  la  actividad  de  la  enzima  peroxidasa,  agregando  a  cada  pocillo  100  μL  de  buffer  de 
sustrato‐cromógeno  (citrato/fosfato pH: 5.0; 3, 3 5,  5  tetramethylbenzidine dihydrocloride 10% 
(TMB)); peróxido de hidrógeno 0,01%). La placa se incubó durante 15 min. a 37°C con agitación y 
la reacción fue frenada con el agregado de 100 μL/pocillo de H2SO4 12% en agua bi‐destilada. La 






se  relativizó  con  el  valor  obtenido  de  igual manera  para  el  control  positivo  primario  (CP1)  del 





El  control  interno  de  este  test  se  corresponde  al  suero  policlonal monoespecífico  anti‐
3AB1, el “HA5” anteriormente citado, el cual fue comparado y analizado respecto de un suero de 
referencia  (animal  infectado) mediante una  curva de dilución  seriada.  La dilución de este  suero 
“HA5” que se equipara al comportamiento de un suero positivo fuerte se corresponde al control 









determinaron  las  mismas  condiciones  en  cuanto  a  placas,  tiempos  de  incubación,  buffers  y 
temperaturas. Se ajustaron  las condiciones para  la dilución adecuada de  los sueros, el punto de 
corte y nuevos sueros controles internos. 




en  PBST‐SNE10%  durante  1  hora  a  37°C  con  agitación,  fueron  agregadas  a  la  microplaca.  La 












muestras de  suero murino,  de  animales normales para VFA  provenientes de    3 bioterios  de  la 
provincia de Buenos Aires. La totalidad de los sueros fueron analizados por medio del ELISA 3AB1, 










equivalente a 1  suero positivo  fuerte  (CPF) y una dilución equivalente a 1  suero positivo medio 
(CPM) para ser utilizadas como controles de positividad   y validez en el test de ELISA 3AB1. Una 






250  μL  de muestra  y  se  agrego  1 mL  de  Trizol  ®Reagent  (Relación  1:5).  Luego  de  incubar  la 
suspensión durante 15 min. a T.A.,  se agregó 200mL de  cloroformo  y  se  centrifugó  la mezcla a 
12000  g durante 15 min.  a 4°C.  La  fase  acuosa  se  resuspendió  en una  solución  con 0,5 mL de 











10mM de dNTPs  (Promega), 0.25  μL de RNAsin 40U/μL  (Promega), 0.5  μL de Ramdom Primers 
2μg/μL (Alfa DNA), 0.35 μL de Retro‐Transcriptasa Reversa M‐MLV RT (“Moloney Murine Leukemia 





realizó  la mezcla de  reacción  la cual  contenía: 1  μL de cada uno de  los primers específicos  (0.1 
mg/mL) (Alfa DNA), 1.5 μL de MgCl2 50mg/mL (Invitrogen), 5 μL de Buffer 10X (Invitrogen), 0.25 μL 
de  Taq  Polimerasa  (500  U/mL)  (Invitrogen)  y  se  completó  con  31.25  μL  de  H2O  (destilada, 
DNAsa/RNAsa  free)  (Invitrogen) para obtener un volumen  final de 50 μL. La  reacción de PCR se 
realizó  con  oligonucleótidos  iniciadores  (primers)  específicos  para  VFA  (región  interna  de  la 
polimerasa viral 3D). Las condiciones de  la PCR fueron: 94°C durante 3 min.,  luego 35 ciclos de 1 
min. a 94°C, 1 min. a 55°C  y 1,5 min. a 72°C,  luego 7 min. a 72°C  y  finalmente hold a 4°C.  Los 






























Se  trabajó  con  formulaciones  vacunales  polivalentes  de  elaboración  industrial  cedidas  
gentilmente por un laboratorio comercial que había tenido antecedentes  de producir vacunas que 
generaban  respuesta  contra  PNEs  determinado  en  pruebas  Oficiales.  Dichas  vacunas    habían 
pasado  las  pruebas  de  potencia  e  inocuidad,  siendo  por  tanto,  inmunogénicas  e  inocuas  para 
poder ser probadas a campo en la experiencia.  





Span 80 y Tween 80 como emulgentes  (datos provistos por el  fabricante). Dichas  formulaciones 
han  tenido diferentes procesos de purificación, como ser   precipitación con Polietilenglicol 8000 
durante 48 hs. y  retiro de sobrenadante hasta volumen necesario para  la  formulación o bien  la 






Empleando    como  inmunógeno  la  proteína  recombianate  3ABC  cedida  por  el  ICT‐
MILSTEIN, se formularon vacunas experimentales para estudiar la mínima dosis en que los bovinos 
eran capaz de desarrollar Acs contra esta PNE. Para formular cada una de las vacunas se colocó en 
un  vaso  de  precipitado  con  un  agitador magnético,  el  adyuvante  oleoso    (Marcol  52)  cedido 
gentilmente  por  el  Laboratorio  Biogénesis  y  se  procedió  a  agitar  a  baja  velocidad mientras  se 
adicionó gota a gota una solución de PBS‐1X conteniendo el doble de concentración de antígeno 
que la concentración final deseada, en el mismo volumen que el adyuvante. Una vez incorporada 








Los animales  fueron divididos en 8 grupos  integrados por 2 a 4 bovinos cada uno;   cada 






















































Con el  fin de estudiar  la mínima dosis capaz de  inducir Acs contra PNE‐VFA,  los murinos  
fueron divididos en  grupos  integrados por 5  ratones BALB/c de 2 meses de edad;    cada  grupo  













Para  la  formulación de  las vacunas experimentales se empleó como  inmunógeno  la PNE 
del VFA  3ABC recombinante cedida por el ICT‐MILSTEIN. Para formular cada una de las vacunas se 
colocó en una jeringa de 2,5 mL la fase acuosa con la concentración adecuada de antígeno, luego 
en  otra  jeringa  de  igual  volumen  se  cargó  el  adyuvante  oleoso  cedido  gentilmente  por  el 
Laboratorio  Biogénesis,  ambas  jeringas  se  interconectaron  por  una  llave  de  tres  piezas  y  se 
procedió a agitar manualmente a baja velocidad  a modo de generar una formulación al 50 % fase 
en acuosa y 50 % en fase oleosa. 












El muestreo serológico se efectuó a  los 0, 15, 30,   45 y 60 dpv. La  respuesta  inmune se 








El muestreo  serológico  se  realizó  a  los  0,  15,  30,  45  y  60 dpv;  La  respuesta  inmune  se 
evaluó  empleando  el  test  serológico  desarrollado  para  el  modelo  murino  mencionado  en  la 




























o bien analizar  las distintas etapas de purificación de  la vacuna para corroborar  la clarificación y 
eliminación de estas proteínas a  fin de  realizar un control durante  las etapas de producción. Se 
eligió un ELISA de captura indirecto, en donde el antígeno no estructural (de estar presente en la 
vacuna)  sería  capturado  por  un  Ac  específico  previamente  adherido  a  la  placa  de  ELISA,  y 
posteriormente  sería  detectado  con  un  segundo  Ac,  también  específico.  De  haber  reacción 
inmunológica la misma se evidenciaría empleando un Ac conjugado con peroxidasa anti‐especie y 
revelada  con  OPD.  La  ventaja  de  este  formato  de  ensayo  es  la  posibilidad  de  analiza  varias 
muestras en una misma placa, (que podría corresponderse a las distintas etapas de producción de 
un  lote vacunal),  la especificidad brindada al trabajar con  los Acs anteriormente mencionados, y  
por último el ensayo, si bien es cualitativo, empleando un control estándar adecuado y realizando 












Se  evaluaron  tres  buffer  de  captura:  buffer  carbonato  de  sodio  /bicarbonato  de  sodio  













Se  analizaron  un  total  de  8  bloqueantes,  PBST‐gelatina  1%,  PBST‐BSA  1%,  buffer 
polivinilpirrolidona  (PVP), PBST‐1X, PBST‐SNE 10%, PBST‐LECHE3%, PBST‐SNE10%‐LECHE3%‐PBST‐
OVA  1%  para  evitar  pegadas  inespecíficas  de  componentes  del  suero  detector.  De  dichos 






2%  y  se  comparó  respecto  de  un  suero  normal  de  cobayo  empleados  como  detectores  en  el 
sistema de ELISA  y un  suero de  cobayo  infectado  con el VFA  serotipo C.  La  incubación de esta 
etapa fue de 30 min. a 37°C con agitación. Para determinar la dilución óptima del conjugado anti‐
especie  se hicieron diluciones de  trabajo desde 1:500 hasta 1:8000 en PBST‐OVA1%‐SNR2%,  se 






Se analizaron  los parámetros Precisión  (Repetibilidad o precisión  intraensayos; precisión 







antígeno  recombinante,  la  proteína  3ABC  cedida  gentilmente  por  el    ICT  MILSTEIN,  la  cual 















Concentración inmunógeno Dosis inoculada Fase Acuosa Fase oleosa
3ABC total (ug/mL) 3ABC ng PBS 1X Marcol 52
#2 0,84 167 50% 50%
#3 0,21 42,5 50% 50%
#4 0,13 26 50% 50%















fase  acuosa  fue  transferida  a  un  tubo  de  2 mL. Al  residuo  oleoso  se  le  añadió  0,5mL  de  agua 





Si  bien  al  momento  de  finalizada  esta  tesis  no  se  pudo  realizar  un  control  sobre  la 
producción de  vacunas  con el  test desarrollado,  se procedió alternativamente a  la  infección de 
células susceptibles al VFA; desde el sobrenadante de las mismas, luego de haberse corroborado el 






A  las 72 horas se congeló el cultivo con  total efecto citopático y se mantuvo a  ‐20ºC, el 
mismo  fue  inactivado  con  una  solución  de  2‐Bromoetilamin.a.HBr  (BEI)  al  1%  en NaOH  0,2 M 




































3’  un  punto  de  unión  a  ribosoma,  un  ATG  y  una  secuencia  que  codifica  para  6  histidinas 
consecutivas, tras la cual se clona en el mismo marco de lectura la secuencia que codifica para la 
proteína de interés.  
En  10  colonias  seleccionadas  al  azar  de  E.  coli  BL21  transformadas  con  el  plásmido 












Posteriormente  se  hizo  un  análisis  por  restricción  enzimática  sobre  4  de  las  colonias 










Fig.22:  Confirmación  del  plásmido  recombinante  pRSET  A‐3AB1  por  digestión  con  dos  
enzimas de restricción. Se observa el producto de la digestión doble con las enzimas Hind III y BamH I, 






De  los  clones de E.  coli  transformados  con el plásmido pRSET A analizados en el punto 
anterior,  se  seleccionó  el  clon  8  con  el  cual  se  realizó  la  secuenciación  aminoacídica  “in  silico” 
(CLUSTAL  W‐BIOEDIT)  que  demostró  una  identidad  del  90%  con  relación  a  secuencias 
aminoacídicas de la proteína 3AB1‐VFA, presentes en el Gene Bank. 





























Fig.23:  Secuencia  nucleotídica  obtenida  del  inserto  del  plásmido  pRSET  A‐3AB1‐his.  La 
secuencia codificante para  la proteína 3AB1 se destaca en negro, seguida del codón stop  (rojo); En 

















      ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
            5          15         25         35         45     
3AB1  AISIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDPIKEELR PLIQQTSFVK  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
            55         65         75         85         95     
3AB1  RAFKRLKENF EIVALCLXLL AXIVIMIRET RKRQKMVDDA VSEYIEKANI  
 
      ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
           105        115        125        135        145     
3AB1  TTDDKTLDEA EKNPLGTSGA TAVGFREKTL TGQRACDDVN SEPAQPAGEQ  
 
      ....|....| ....|....| ....|....|  
           155        165        175                

























Se  compararon  y  alinearon  las  secuencias  de  aminoácidos  predichas  para  la  proteína 
recombinante 3AB1  y  la proteína 3AB obtenida en el Gen Bank.  Los determinantes  antigénicos 
predichos  están  resaltados  debajo  de  las  secuencias  en  color  rojo,  en  donde  los  asteriscos  (*) 
corresponden a aminoácidos totalmente conservados y los puntos (.) a aquellos que varían en una 




          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         
3AB1        AISIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDPIKEELR PLIQQTSFVK  
3AB         -ISIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDSIKEELR PLIQQTSFVK  
Clustal Co    ********* ********** ********** ***.****** **********  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 55         65         75         85         95         
3AB1         RAFKRLKENF EIVALCLXLL AXIVIMIRET RKRQKMVDDA VSEYIEKANI  
3AB          RAFKRLKENF EIVALCLTLL ANIVIMVRET RKRQKMVDDA VNEYIEKANI  
Clustal Co   ********** ******* ** * ****:*** ********** *.********  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                105        115        125        135        145         
3AB1         TTDDKTLDEA EKNPLGTSGA TAVGFREKTL TGQRACDDVN SEPAQPAGEQ  
3AB          TTDDKTFDEA EKNPLETSGA STVGFRERTL PGQKACDDVN SEPAQPVEGQ  
Clustal Co   ******:*** ***** **** ::*****:** .**:****** ******.  *  
 
             ....|....| ....|....| ....|....|  
                155        165        175               
3AB1         PLAEGPYSGP LERQRPLKVR VKLPQQE  
3AB          PQAEGPYAGP LERQKPLKVR AKLPQQE 





infección  (R.1.1.6.1); posteriormente  sueros de  ratones  inmunizados  con dicha proteína  fueron 





















Una  vez  seleccionado  el  clon  de  bacterias  E.coli  BL21,  transformadas  con  el  plásmido 




Coomasie  blue  se  analizó  el  nivel  de  expresión  de  la  proteína  3AB1  en  el  cultivo  de  E.coli 
transformado con el plásmido pRSET A‐3AB1‐his con o sin  inducción por el agregado de  IPTG. Se 
observó  un  aumento  gradual  en  la  expresión  de  la  proteína  3AB1  (PM=27  Kd)  en  el  cultivo 
   
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45                  
3AB1         AISIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDPIKEELR PLIQQTSFVK  
3AB          -ISIPSQKSV LYFLIEKGQH EAAIEFFEGM VHDSIKEELR PLIQQTSFVK  
Clustal Co    ********* ********** ********** ***.****** **********  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 55         65         75         85         95                  
3AB1         RAFKRLKENF EIVALCLXLL AXIVIMIRET RKRQKMVDDA VSEYIEKANI  
3AB          RAFKRLKENF EIVALCLTLL ANIVIMVRET RKRQKMVDDA VNEYIEKANI  
Clustal Co   ********** ******* ** * ****:*** ********** *.********  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                105        115        125        135        145              
3AB1         TTDDKTLDEA EKNPLGTSGA TAVGFREKTL TGQRACDDVN SEPAQPAGEQ  
3AB          TTDDKTFDEA EKNPLETSGA STVGFRERTL PGQKACDDVN SEPAQPVEGQ  
Clustal Co   ******:*** ***** **** ::*****:** .**:****** ******.  *  
 
             ....|....| ....|....| ....|....|  
                155        165        175               
3AB1         PLAEGPYSGP LERQRPLKVR VKLPQQE  
3AB          PQAEGPYAGP LERQKPLKVR AKLPQQE 




















Para  confirmar  en  forma  específica  la  presencia  de  la  proteína  3AB1  en  el  cultivo 
trasformado y luego inducido con IPTG, se realizó la transferencia desde el gel de poliacrilamida al 

















Mab α‐His Policlonal monoespecíficoα‐3AB1
Policlonal 091 α‐VFA  
Fig.27: Western  blot  de  la  proteína  recombinante  3AB1  realizado  a  partir  de  cultivos  de 
E.coli transformados con el plásmido pRSET A‐3AB1‐his e inducidos con IPTG previo a su purificación. 
En cada membrana (A, B y C) se emplearon diferentes primeros Acs como indican las leyendas de la 






electroforesis  en  geles de poliacrilamida bajo  condiciones desnaturalizantes  en  formato  grande 
(SDS‐PAGE Large), de cultivos de E.coli BL21  transformados con el plásmido pRSET A‐3AB1‐his e 
inducidos con  IPTG se  identificó  la banda de 27 Kd correspondiente a  la proteína  recombinante 




















donde  se  sembró  la  proteína  recombinante  soluble  escindida;  luego  de  realizar  la  corrida 
electroforética  se  tiño el gel   con Coomasie blue, para  realizar el correspondiente análisis de  la 
proteína 3AB1. A continuación se efectuó el Western blot utilizando distintos primeros Acs: 1) un 
AcM anti‐his y 2) un Ac policlonal “031” anti‐VFA procedente de un animal de referencia infectado 























infectado.  Calle  1:  3AB1  stock  correspondiente  al  gel  de  la  Fig.21,  solución  enriquecida  por  SDS‐
















 Los  resultados  obtenidos  se muestran  en  la  Fig.31,  donde  se  puede  observar  que  los 
sueros  de  los  animales  infectados  y  así  como  también  el  suero  policlonal  monoespecífico 






peso molecular. Calle 1: membrana  incubada  con el  suero policlonal monoespecífico;  calles 2 a 5: 
membranas  incubadas  con  sueros  de  referencia  provenientes  de  animales  infectados  con  el  VFA 
(como primer Ac). Calles  6  a  10: membranas  incubadas  con  sueros de  referencia  provenientes de 
animales no infectados con el VFA (como primer Ac); de dichos sueros, los utilizados en las calles 7, 8 
y 10 provienen de animales no vacunados contra el VFA; mientras que los utilizados en las calles 6 y 9 




La  concentración  proteica  se  determinó  empleando  los  métodos  físico  químicos  de 
Bradford  y  el  kit  comercial Micro BCA  protein  assay  kit,  de  Pierce.  También  se  estimó  la masa 
proteica mediante geles de poliacrilamida al 12% por  comparación  colorimétrica  con una  curva 
estándar de BCA.   A partir de este  resultado se estimó el  rendimiento  (en  μg de proteína 3AB1 







Stock Concentración      
(ug/ul)
η (ug/L) η (det/L)
ELISA 3AB1
2006 0.170 20000 150000
2007 0.133 16000 120000
2008 0.4 > 20000 >120000
 
Fig.  32:  La  tabla  indica  la  concentración  de  cada  uno  de  los  stocks  proteicos  obtenidos 






Con  el  objeto  de  seguir  evaluando  la  capacidad  inmunogénica  de  la  proteína  3AB1  se 





































Fig.34: Comparación de  sueros de  ratón  inoculados  con  la proteína 3AB1  recombinante  y 










Se  desarrolló,  según  fuera  descripto  en  la  sección  de materiales  y métodos,  un  suero 









Posteriormente  se  realizó,  a  través  del  ELISA  3AB1,  la  titulación  del  suero  M1.  Se 
prepararon diluciones  seriadas  al medio del  suero en buffer de dilución del ELISA 3AB1  (desde 





positividad  (punto de corte) correspondiente a  la  técnica de ELISA 3AB1  ratón,  se establecieron 
dos  diluciones  del  suero M1:  1)  una  dilución  equivalente  a  un  suero  positivo  fuerte  (1:500), 
denominada control positivo fuerte (CPF); y 2) una dilución equivalente a un suero positivo medio 









pool de SNR analizados por  la  técnica de ELISA 3AB1. En el eje vertical  se muestran  los  resultados 
obtenidos  (densidades  ópticas brutas)  en  función  de  las diluciones  de  cada  suero  (eje  horizontal). 
Cada  punto  representa  el  promedio  ±  un  desvío  estándar  (D.E)  de  series  individuales  de  dilución 
(n=3).  La  línea horizontal en el gráfico de  la derecha  señala el  resultado promedio  (n=34) para  la 









misma es  lo  suficientemente  concentrada para obtener  reactividad  con un  suero positivo, dado 





























minimizar  los errores y variaciones producidas al  trabajar  con datos  crudos  (densidades ópticas 
brutas). 
Por cada muestra,  incluyendo  los  tres controles de placa  (CPF, CPM, y CN) se  realizan 3 
réplicas por placa. De éstas, 2 son colocadas en pocillos con antígeno (proteína 3AB1) y la tercera 












El  resultado  final  de  cada  muestra  analizada,  queda  entonces  expresado  en  forma 
porcentual, y relativizado al CPF de su respectiva placa. Utilizando el punto de corte establecido 
















El  punto  de  corte  de  un  ensayo  permite  la  clasificación  de  los  resultados  obtenidos  a 
través del mismo en dos categorías únicas: “resultados positivos” y “resultados negativos”. Para 
determinar  el  punto  de  corte  del  ELISA  3AB1  se  utilizaron  283 muestras  de  suero  de  ratones 
BALB/c  de  8  semanas  de  edad,  provenientes  3  bioterios  de  la  provincia  de  Buenos  Aires.  Los 
resultados  obtenidos  para  estos  283  sueros,  por medio  de  la  técnica  de  ELISA  3AB1,  fueron 
normalizados  según  los  criterios  establecidos  para  la misma,  quedando  expresados  en  forma 
porcentual con relación al CPF. A partir de estos resultados, se comprobó la distribución normal de 





establecido  a  3  desviaciones  estándar  (D.E=  4,2  %)  por  sobre  el  valor  de  la media  estimada 
(Xm=1,03 %). 
Punto  de  corte  del  ELISA  3AB1  =  14 %    o  bien  0,162 D.O  (relativo  al  valor  del  control 
positivo primario (CPF) del ensayo). 



















determinar si  las trazas de PNEs presentes en vacunas podrían  interferir con  los test serológicos 
empleados, nos hemos propuesto  realizar múltiples  vacunaciones experimentales en el modelo 
bovino (modelo animal de referencia) empleando una vacuna libre de PNEs (vacuna control) y con 











entre 6  y 12 meses de edad.  Estos  animales  recibieron previamente una dosis de  vacuna  anti‐
aftosa aprobada por SENASA. 
Mediante ELISA en fase líquida se determinó que esta población contaba con un alto título 
de Acs totales contra proteínas estructurales de VFA   para todas  las cepas  incluidas en  la vacuna 
(Virus A, O y C) (Fig.38). Los sueros fueron al mismo tiempo analizados mediante ELISA 3AB1 para 
determinar  la presencia de Acs  contra PNEs del  virus,  los  cuales  son  indicadores de  replicación 
viral en el huésped y por lo tanto de circulación viral. A su vez, muestras de LEF fueron analizadas 
por RT‐PCR para  la detección de genoma viral  (Fig.39). En ambos  casos,  los estudios  resultaron 


















































Bovinos de la experiencia
Mm+ M+ C+
400 Pb
Mm+: Muestra de LEF tomada a los 7DPI de un bovino infectado por vía 
intradermolingual empleando 104 DICT50% Virus O1 Campo ANIMAL SUSCEPTIBLE
Control Negativo: agua
M+: Muestra de LEF de  animal infectado













el  antígeno 3D  a partir de  los 60 dpv,  es decir,  cuando  ya han  recibido  la  segunda dosis de  la 
vacuna. Esto es debido a que  la PNE 3D (RNA pol) es un componente de por lo menos 20‐30% de 
las partículas virales  lo cual fue demostrado en un   estudio realizado por Newman y cols (1994). 
por microscopía  electrónica  ,  por  lo  tanto,  la  falta  de  reactividad  contra  3D  en muchos  de  los 
animales vacunados  a los 30 dpv puede deberse a una concentración insuficiente del polipéptido 



































































































































muestras  provenientes  de  25  animales  que  recibieron  3  dosis  de  vacunas  anti‐aftosa.  En  el  eje 
horizontal se  representan  los días post vacunación  (dpv) y en el vertical el número de animales de 
cada grupo. Los animales que no han generado Acs detectables contra el antígeno no estructural 3D 









0dpv 30dpv 60dpv 90 dpv  120dpv
C.Neg. 0/4 0/4 2/4 2/4 2/4
V1 0/2 0/2 1/2 2/2 2/2
V2 0/2 0/2 1/2 2/2 2/2
P3 0/4 1/4 1/4 2/4 2/4
P4 0/3 0/3 2/3 2/3 2/3
P5 0/3 0/3 1/3 1/3 1/3
6A 0/3 0/3 0/3 1/3 1/3
6B 0/4 0/4 2/4 2/4 2/4
3D
 




En  todos  los grupos vacunales evaluados,  incluyendo el grupo control, a partir de 




La  capacidad  de  distintas  vacunas  comerciales  anti‐aftosa  de  inducir  Acs  anti‐PNEs  fue 
determinada  mediante  3  ELISA  específicos  contra  3AB1  o  3ABC  (ELISA  3AB1,  I‐ELISA  3ABC 
Panaftosa, ELISA 3ABC). 





























































































































































































siendo   todos positivos en  los siguientes muestreos. El  I‐ELISA Panaftosa detectó 1 animal como 
dudoso a los 60 dpv y positivo a los 90 y 120 dpv. En cambio, el test 3ABC sólo a partir de los 90 
dpv es capaz de detectar el mismo suero como positivo (Fig.43.B).  
Empleando el  test 3ABC no es posible detectar  reactividad  alguna  contra  la  vacuna P3, 











































































































































































Fig.43: Resultados obtenidos para  las vacunas V1, V2 y P3  (A, B y C). En el eje vertical  se 
representa  el número de animales positivos  (gris), negativos  (blanco) o dudosos  (rayas);  en  el  eje 
horizontal los dpv.  
 
La respuesta  inmune  inducida por  la vacunas 6A dan el mismo perfil tanto para el test  I‐
ELISA Panaftosa y como para el ELISA 3AB1: a los 30 dpv  la técnica 3AB1 detecta 1 suero positivo 
de 3 y para I‐ELISA Panaftosa este suero es dudoso; siendo todo el grupo  6 A positivo a los 60 dpv 
por ambas  técnicas. El ELISA 3ABC no detecta ningún  suero dudoso o positivo  a  los 30 dpv  sin 
embargo,  ya para  los 60 dpv para  los  tres enzimoinmunoensayos    la  totalidad de animales  son 
positivos (Fig.44.A).  




































































































































los  90  dpv  (luego  de  la  tercera  inmunización),  la  totatidad  de  los  animales  de  cada  grupo 













0dpv 30dpv 60dpv 90 dpv  120dpv 0dpv 30dpv 60dpv 90 dpv  120dpv 0dpv 30dpv 60dpv 90 dpv  120dpv
C.Neg. 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 ind 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
V1 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2 0/2 0/2 0/2 1/2 (1D) ind 0/2 0/2 1/2 (1D) 2/2 2/2
V2 0/2 0/2 1/2 2/2 2/2 0/2 0/2 0/2 1/2  ind 0/2 0/2 1/2 (1D) 1/2  1/2 
P3 0/4 0/4 1/4 1/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 ind 0/4 0/4 1/4 1/4 1/4
P4 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 ind 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
P5 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 ind 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
6A 0/3 1/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 3/3 3/3 ind 0/3 1/3 (1D) 3/3 3/3 3/3




3AB1,  ELISA 3ABC  e  I‐ELISA  3ABC  test  de  referencia  de   Panaftosa).  En  cada  fila  se  colocaron  las 
diferentes vacunas analizadas vs  los dpv en cada columna. Para cada dpv se muestran  los animales 
positivos sobre el total de cada grupo (1D denota que a ese tiempo el animal tiene un nivel de Acs 




Con  el  objeto  de determinar  la mínima  cantidad  (en masa  por  dosis)  de  PNE  capaz  de 
desencadenar una respuesta de Acs en bovinos, 6 grupos experimentales de 3 animales cada uno 
fueron  inoculados  con  670  ng,  170  ng,  104,2  ng,  42,5  ng,  10,6  ng  o  2,6  ng  de  la  proteína 
recombinante 3ABC. Cada grupo se inmunizó a los 0, 30 y 60 dpv y la respuesta inmune inducida 
fue evaluada a los 0, 30, 60 y 90 dpv por ELISA 3AB1,  I‐ELISA 3ABC y ELISA 3ABC. 







Un  total  de  18  bovinos    cuyas  edades  oscilaran  entre  6  y  12 meses  de  edad  fueron 
seleccionados para esta experiencia. Estos animales recibieron previamente una dosis de vacuna 

















































































Fig.47:  Gráficos  de  barras  para  el  ELISA  3AB1.  6  grupos  de  animales  que  recibieron  3 
inmunizaciones  con  vacunas  experimentales  formuladas  con  distintas  dosis  de  la  proteína 
recombinante 3ABC. La dosis de 42,5 ng es  la menor  la cantidad de proteína capaz de  inducir Acs 
recién a los 90 dpv (después de la 3° inmunización). En el eje horizontal se representan los días post 



































los  3  animales  de  este  grupo.  Este  enzimoinmunoensayo  fue  capaz,  además,  de  detectar  una 
animal dudoso en el grupo inoculado con 10,6 ng. Este suero fue confirmado a los 180 dpv como 





dosis 10,6 ng es a  los   90 dpv el ensayo es detecta un    suero dudoso,  confirmado posteriormente 
como positivo. En el eje horizontal se representan  los días post vacunación  (dpv) y en el vertical el 
número de animales de  cada grupo. Los animales que no han generado Acs detectables  contra el 
antígeno no  estructural  se destacan  en  color blanco  (negativos o N), aquellos  en que  los Acs  son 








Habiendo  evaluado  la  respuesta  inmune  contra  PNEs‐VFA  en  bovinos  respecto  a  la 
presencia de restos de estas proteínas en vacunas y luego de haber determinado la masa mínima 
de  la proteína  recombinante 3ABC capaz de desencadenar una  respuesta de Acs en bovinos, se 
propone en este apartado desarrollar un modelo en animales de laboratorio alternativo al uso de 
grandes animales. 
Dado  que  el  modelo  ratón  ha  sido  ampliamente  utilizado  en  nuestro  Instituto  para 
estudiar  tanto  la  inmunidad contra el VFA y su correlación con el modelo bovino, se seleccionó 
esta especie para estudiar  la  respuesta  inmune  inducida contra PNEs VFA,  la cual no había sido 
descripta en este modelo  animal experimental. 
Como  se  vio  en  la  sección  R.1.1.6.3.2  los  ratones  BALB/c  adultos  respondieron  a  la 
inmunización  con  una  PNE  recombinante  (3AB1),  en  ese  caso  se  aplicaron  un  total  de  3 
inmunizaciones  cada  10  días  con  0,2 mL  de  formulación    50%  fase  acuosa  y  50 %  fase  oleosa 
(adyuvante completo de Freund para la primera dosis y adyuvante incompleto de Freund para las 


















































































Como se observa en  la Fig.51 a partir de  los 15 dpv, luego de  la primera dosis, el 40% de 

























seronegativos  para PNE‐VFA para  las  vacunas  control  negativo, V1  y V2  y  en  el  eje  horizontal  se 
representan  los  días  post  vacunación  (dpv).  Los  ratones  BALB/c  recibieron  un  total  de  tres 
inmunizaciones cada 15 días. El muestreo serológico se continuó hasta los 60dpv.  
 
Como  indica  la  Fig.52,  el  grupo  control  negativo  no  indujo  ningún  tipo de  reacción,  en 
cambio las vacunas V1 y V2 partir de los 45 dpv, es decir luego de la tercer dosis, comienzan a dar 
reacción positiva en ambos grupos (22 y 12 % de animales positivos respectivamente). A los 60 dpv  
el  porcentaje  de  animales  positivos  se  incrementa  notablemente  alcanzando  un  78%  para  la 
vacuna V1 y un 50 % para la vacuna V2. 























R.1.2,  los  resultados  brutos  de  las  dos  primeras  réplicas  de  cada  muestra  de  suero    son 
promediados y a este promedio se le debe restar el resultado (D.O.450 nm) del tercer pocillo sin 







desde  la  dilución  1:50  a  1:800  respetando  en  cada  una  de  las  diluciones  el  formato  de 
normalización, es decir empleando una  tercera  columna  sin antígenos por  cada 2  con  antígeno 
para cada una de las diluciones realizadas, (datos no mostrados). 
En  la  tabla  de  la  Fig.54,  se  resumen  la  experiencia  realizada  con  vacunas  en murinos, 





0dpv 15dpv 30dpv 45dpv  60dpv 
            Porcentaje de Positivos (%)    
Control  10 3  0 0 0 0  0 
V1  10 3  0 0 0 22  78 
V2  10 3  0 0 0 12  50 
6ª  8 3  0 43 0 0  0 
6B  10 3  0 50 0 0  0 
P5  4 3  0 0 0 0  0 
 














fusión  y producción de hibridomas. A  los 28 días  las diluciones  (1: 10000) de  los  sueros de  los 
ratones inoculados superaron 0.8 unidades de D. O. medida a 450 nm, con un porcentaje relativo 






aminopterina  y  timina  (HAT). A  los 15 días  fue  reemplazado por el medio HT. Cada  tres día  se 











Posteriormente el  sobrenadante de dicho  clon  se  sometió a un Western blot   y  se  confirmó  su 





Fig.56:  Análisis  mediante Western  blot  del  clon  secretor  de  AcMs.  Como  primer  Ac  se 




El híbrido positivo  se  clonó de acuerdo  con  la  técnica de dilución  límite  y  con el  fin de 
aumentar  la  probabilidad  de  crecimiento  de  clones  simples,  las  células  fueron  diluidas  para 
permitir  crecimiento  hasta  alrededor  del  40%  de  los  pozos  solamente,  lo  que  equivale 







mediante  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  al  12%  en  condiciones  desnaturalizantes  en 
presencia de SDS. El AcM anti‐3AB1 fue capaz de reconocer específicamente la proteína 3AB1 así 
como  también  la PNE 3ABC y no hubo  reacción cruzada al  sembrar el pellet de E. coli BL21  sin 
inducir (sistema de expresión de la proteína recombinante 3AB1), así como tampoco al sembrar la  


















































antígeno empleándose para  la mínima unidad de DO una dilución   superior a 1/300000. Para  la 
misma masa de proteína en  la titulación del Ac policlonal solo  las primeras diluciones del mismo 
arrojan D.O detectables y por encima del PC  establecido en el ELISA 3AB1 para el modelo murino. 










































































































IgG1 IgG2A IgG2B IgG3 IgGM
D.O
 




Los  resultados obtenidos muestran que el AcM de  referencia anti‐3A  reconoce por este 
enzimoinmunoensayo  el  antígeno  3AB1  pegado  a  la  placa  de  ELISA  y  se  corrobora  su  isotipo 
(IgG1); a su vez el monoclonal anti‐histidina de  isotipo  IgG2a reconoce a  la proteína ya que ésta 
posee  en  su  extremo  aminoterminal  secuencias  de  histidinas,  por  otro  lado  el  Ac  policlonal 









M. Garcia‐Briones y  colaboradores  (2006),   demostraron que es posible  seguir    tanto  la 










 De  este  modo  se  observaron  los  patrones  de  inmunofluorescencia  sobre  células 
infectadas  con  el  virus  O1  Campos  donde  el  AcM  3AB1  reacciona  con  los  antígenos  no 


























La  primera  prueba  tuvo  como  objetivo  capturar  la  proteína  recombinante  3AB1 
empleando  los  sueros  policlonales  y  AcMs  obtenidos  en  el  laboratorio,  y  bajo  las    mejores 
condiciones de  tiempos y  temperaturas citadas en bibliografía para este    tipo de experimentos.  
Para ello se analizaron 3 sueros policlonales como posibles capturas y un AcM de referencia anti‐
3A,  como  detector  un  cobayo monoespecífico  anti‐3AB1  y  un  detector  cobayo  normal  como 
control.  
 
Bovino 3AB1 (1:400) 0,29 0,2 0,25 0,19
SNB (1:400) 0,11 0,1 0,11 0,09
Ratón 3AB1 (1:400) 0,24 0,15 0,25 0,2
SNR (1:400) 0,21 0,11 0,12 0,13
Conejo 3AB1 (1:200) 0,27 0,12 0,16 0,16
SNC (1:400) 0,19 0,08 0,14 0,1
AcM‐3A (1:400)      1.61 0,2 0,58 0,12
Antígeno capturado 































AcM‐3A (1:500) 1,74 0,09 0,67 0,087
   D.E 0,04 0 0,04 0,002
  CV% 2,5 0 6,7 2,5
AcM‐3AB1 (1:500) 1,5 0,09 0,88 0,083
   D.E 0,003 0,004 0,03 0,003

























Los  resultados  obtenidos, D.O  brutas,  se  expresaron  como D.O  promedio  dado  que  se 













Dado  que  los  buffers  de  captura  proporcionan  tanto  pH  como  interacciones  iónicas 
distintas que permitirían un mejor pegado del AcM anti‐3AB1 a la fase sólida, se evaluaron los tres 
buffers de captura más empleados en este tipo de tests: carbonato 50mM pH9,6 (BCB), TRIS‐HCl 

































D.O m D.E CV% D.O m D.E CV% D.O m D.E CV% D.O m D.E CV% D.O m D.E CV% D.O m D.E CV%
26,6 1,128 0,011 1,003 1,047 0,026 2,500 0,962 0,026 2,721 0,846 0,048 5,684 0,829 0,016 1,963 0,143 0,011 7,912
13,3 0,870 0,009 1,057 0,786 0,036 4,591 0,726 0,035 4,870 0,619 0,019 3,087 0,637 0,048 7,548 0,097 0,004 4,374
6,65 0,612 0,025 4,159 0,498 0,016 3,269 0,463 0,003 0,611 0,405 0,026 6,468 0,420 0,026 6,237 0,090 0,001 1,571
3,33 0,391 0,004 1,085 0,323 0,005 1,535 0,310 0,010 3,193 0,262 0,001 1,571 0,265 0,013 5,079 0,092 0,004 4,612
1,66 0,265 0,006 2,406 0,220 0,007 3,214 0,219 0,002 0,971 0,197 0,004 1,799 0,185 0,018 9,938 0,087 0,002 2,452
0,83 0,203 0,016 8,031 0,172 0,009 5,360 0,179 0,004 1,981 0,157 0,001 0,452 0,143 0,001 0,496 0,095 0,002 2,245
0,41 0,178 0,004 2,384 0,155 0,001 0,458 0,167 0,005 2,973 0,147 0,007 4,810 0,158 0,014 8,951 0,089 0,008 9,534
sin captura3AB1 
ng
1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 1/16000
 





































un  total de 8 bloqueantes, a  todos  se  les añadió en proporción 1:2000 el detergente no  iónico 































aptitud para esta  función de 8 buffers. En  cada placa  se  colocó el AcM  capturante y en el pocillo 
control  solo buffer de pegada,  luego  se  colocaron  los bloqueantes evaluados y  se    llevó a  cabo  la 





















































Se prepararon diluciones  seriadas  al medio del  suero en buffer de bloqueo  con un 2% de  SNR 
(desde 1:250, hasta  1:8000).  Todas  las diluciones  fueron  analizadas  con  el ELISA de  captura.  El 
ensayo se repitió en 3 ocasiones diferentes (días consecutivos). Con todos los datos obtenidos, se 
realizó una curva de titulación para evaluar el grado de reactividad del suero  y se lo comparó con 






‐Repetibilidad  (precisión  intraensayo):  a  modo  de  analizar  la  variación  intraensayo  se 
emplearon un  total de 6 placas haciéndose el  test por duplicado; para ello se utilizó   una placa 
diferente para  cada  curva de  concentración de  la proteína  estándar 3AB1  (ng/µl); el ensayo  se 








DO media  CV% DO media CV% DO media  CV%
26,6 1,59 2,05 1,63 0,74 1,8 2,78
13,3 1,31 0,7 1,39 0,31 1,44 1,57
6,65 1,03 3,85 0,98 3,04 1,05 2,63
3,32 0,65 5,26 0,67 1,91 0,74 2,01
1,66 0,44 13,9 0,45 4,24 0,5 1,7
0,83 0,31 1,15 0,34 4,41 0,37 0,57
0,41 0,26 5,64 0,28 8,89 0,32 16,4
DO media  CV% DO media  CV% DO media  CV%
26,6 1,63 0,39 1,59 4,5 1,72 0,49
13,3 1,25 2,84 1,3 0,49 1,27 5,84
6,65 0,86 3,28 0,97 4,02 0,76 5,69
3,32 0,61 1,16 0,6 5,66 0,59 1,57
1,66 0,46 3,21 0,46 6,56 0,42 3,83
0,83 0,37 10,1 0,36 5,37 0,34 1,64



















‐Precisión  intermedia  (precisión  interensayos): para  evaluar este parámetro  se  realizó el 
ensayo por duplicado en cada placa de ELISA, bajo diferentes condiciones de operación, diferentes 
reactivos,  diferentes analistas (dos) y en días distintos, en el mismo laboratorio; se realizaron los 
cálculos pertinentes en  cuanto a  la D.O media, el D.E y el CV %. Se  consideró  como  criterio de 
aceptación un CV≤20%. Para evaluar  la reproducibilidad (precisión  interlaboratorios) se realizó el 
ensayo  igual  al  anterior  bajo  diferentes  condiciones  de  operación,  dos  analistas,  diferentes 
reactivos, en días distintos en otro  laboratorio. Para el cálculo final se tomaron  los resultados de 





D.Om CV% D.Om CV% D.Om CV%
26,6 1,17 10,88 1,18 4,88 1,17 7,29
13,3 0,91 3,76 0,90 6,57 0,91 4,69
6,65 0,62 13,65 0,64 6,80 0,63 9,37
3,325 0,42 5,90 0,41 8,82 0,42 6,50
1,66 0,30 19,24 0,28 7,21 0,29 14,09
0,83 0,17 10,89 0,20 5,21 0,19 11,85
















Fig.70: Resultado de precisión  interensayos   y  reproducibilidad,  se expresan  las variancias 
asociadas a distintas fuentes de variación 
 

















En  un  ensayo  paralelo  y  por  duplicado  se  evaluó  la  capacidad  del  ELISA  de  captura  de 
detectar  otra  PNE  recombinante,  la  proteína  3ABC  de  referencia.  Se  analizaron  las  mismas 
concentraciones que para  la proteína estándar  (3AB1) y el rango de absorbancias obtenido para 
este  antígeno  fue  similar  donde  para  0,3  unidades  de  D.O  (LD)  se  pueden  detectar 




















25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,8 0,4 0,2
D.O





















el  bloqueante,  se  adicionó  el  antígeno  a  capturar  (proteína  estándar  o muestras)  en  distintas  
diluciones  en PBS‐T‐OVA1% durante 60 min. a 37°C con agitación . Luego de lavar nuevamente 3 
veces  con  PBS  0.25X  +Tween  1:2000  se  adicionó  el  detector  cobayo monoespecífico  3AB1  en 
dilución  1/500  en  PBST‐OVA1%  y  2%  SNR  incubándose  durante  60 min.  a  37°C  con  agitación. 






































Fig.74: Detección  de    la PNE  recombinante 3ABC    en  la  fase  acuosa  extraída  de  vacunas 
experimentales. En el grafico se representan los valores de D.O en el eje vertical obtenidos para cada 














3ABC total (ug/mL) 3ABC ng 3ABC recuperada (ug/´50uL) Bovinos Ratones
#2 0,84 167 4,9 † †
#3 0,21 42,5 3 † †
#4 0,13 26 1,9 SE †
















PE empleando  la  técnica de ELISA en  fase  líquida descripta en  la  sección M.2.1 de materiales y 






















de  células  no  infectadas  (control  negativo)  como  el  de  aquellas  que  fueran  infectadas  con  el 
serotipo viral A2001 dieron el mismo perfil de D.O, con valores por debajo del límite de detección. 
























VFA  serotipo  A2001    comparada  con  células  BHK‐21  sin  infectar  (barras  coloreadas  en  violeta  y 
amarillo  respectivamente).  Hacia  la  derecha,  barras  coloreadas  en  gris,  se  graficaron  diluciones 
seriadas del control  positivo (proteína 3AB1). 
 
Con    el  sobrenadante  de  las  células  BHK  infectadas  con  el  serotipo  viral  A2001  se 














Fig.78:  Esquema  del  protocolo  llevado  a  cabo  con  el  sobrenadante  de  células  BHK‐21 
infectadas  con el VFA.  La  fracción 1  se analizó por e ELISA de  captura para PNEs desarrollado;  la 




















VFA, a continuación se sembraron  las mismas  fracciones de células no  infectadas y como controles  
las proteínas 3AB1 y 3ABC. Como primer Ac se empleó el AcM anti‐3AB1.  
De  a  cuerdo  a  la  Fig.78  donde  fuera  sembrado  el  pellet  de  células  infectadas,  al  ser 
revelado  específicamente con el AcM 3AB1 se observan dos bandas que coincidirían con los pesos 
teóricos de las PNEs 3AB (20 kda) y 3A(17kD). No se detectó en esta fracción ninguna proteína de 
peso molecular  de  alrededor  de  48KD  (peso  teórico  de  la  proteína  3ABC).  En  el  resto  de  las 




















El  presente  trabajo  presenta  el  desarrollo  de métodos  para  su  aplicación  al  control  de 
vacunas  anti‐VFA  en  relación  a  la  presencia  de  PNEs  espurias,  ya  que  este  es  un  requisito 
indispensable  para  la  aprobación  de  las  formulaciones  vacunales  que  permitan  diferenciar 
animales vacunados de infectados.  
D.1‐Producción de reactivos y puesta a punto de ensayos para modelos in vivo 
En  primera  instancia  se  trabajó  en  la  preparación  de  diferentes  reactivos,  tales  como 
anticuerpos monoclonales, sueros policlonales específicos y antígenos proteicos. A partir de estos, 
el trabajo se enfocó en el desarrollo y puesta a punto de técnicas que permitieron centrar la tesis 
en  dos  aspectos  principales:  la  evaluación  y  desarrollo  de modelos  animales  para  estudiar  la 









previamente había  sido demostrado que  los Acs  contra 3AB  y  sus precursores  son  los mejores 
indicadores de infección con el VFA en poblaciones bovinas vacunadas. (Bergman et al, 1993; De Diego et al, 1997; 
Mackay  et  al,  1998;  Sorensen  et  al,  1998).  Asimismo,  la  proteína  3AB1,  al  carecer  del  dominio  3C  (con 
propiedades auto catalíticas) posee una mayor estabilidad que la proteína 3ABC nativa. (Bergman et al, 
1993; De Diego et al, 1997; Mackay et al, 1998; Sorensen et al, 1998). 
La  construcción  realizada  en el  vector pRSET A 3AB1  fue descripta  y desarrollada  en  el 







Antes  de  realizar  la  producción  de  la  proteína  3AB1  se  realizó  la  predicción  de  los 
determinantes antigénicos presentes en  la misma utilizando el método  “in  silico” descripto por 
Kolaskar  y  Tongaonkar.  Se  encontraron  2 mutaciones  aminoacídicas  puntuales  en  3  de  los  5 









La  caracterización  antigénica  de  la  proteína  3AB1  se  realizó  inicialmente mediante  un 
pequeño  panel  de  sueros  bovinos  de  referencia  para  la  detección  de  PNEs‐VFA,  que  fueron 
obtenidos  a partir bovinos  vírgenes o experimentalmente  infectados  con el VFA.  Los  sueros de 
bovinos  infectados  de  este  panel,  provinieron  de  animales  en  los  cuales  la  infección  fue 
confirmada  por  sintomatología  clínica,  aislamiento  viral,  RT‐PCR  y  serología  para  detección  de 





inocularon  ratones  con  5  µg  de  3AB1  recombinante.  Los  sueros  obtenidos  fueron  capaces  de 
reconocer al antígeno nativo y sus precursores en células BHK‐21 infectadas con VFA O1 Campos, 
tal  lo  determinado  por  la  técnica  de  IFI.  Los  resultados  mostraron  patrones  de 
inmunofluorescencia característicos para  los sueros anti‐3AB1  (Briones et al., 2006), a diferencia 
de  los sueros normales que no presentaron reacción alguna. Por último, sueros provenientes de 
ratones  normales  o  inoculados  con  proteínas  obtenidas  a  partir  de  E.  coli  no  transformadas  y 
aisladas  dentro  del mismo  rango  de movilidad  electroforética  que  la  proteína  de  interés,  no 







et  al.,  2005)  y  se  definieron  los  parámetros  específicos  para  el  ensayo  utilizando  esta  especie 
animal. En una primera etapa fueron definidos los controles internos del ensayo: CPF (M1 1:500), 
CPM (M1 1:1500) y CN;  los cuales fueron  incluidos en cada placa de ELISA 3AB1 ratón. El CPF se 
empleó  además  como  suero  de  referencia  respecto  del  cual  se  normalizaron  los  resultados 
obtenidos para cada una de las muestras analizadas en cada placa (incluyendo el CPM y CN). Como 












El  Servicio  Nacional  de  Sanidad  y  Calidad  Agroalimentaria  (SENASA)  división  Sanidad 
Animal bajo  la Resolución 351/2006 dictamina  la  reglamentación que permite el  control de  las 
vacunas  destinadas  a  la  prevención  de  la  FA  en  Argentina  y  dispone  que  los  sueros  bovinos 
empleados en la prueba de potencia se analicen respecto a la presencia de Acs anti‐PNEs a los 0 y 
60 días post vacunación. El  lote vacunal es aprobado cuando hay ausencia de  reactores. Ante  la 
presencia de  al menos 2 animales  reactores en un  grupo de 16 bovinos  a  los 60 dpv  (con una 
vacunación) se realiza un recontrol sobre un nuevo grupo de bovinos vírgenes, de los cuales si para 
los  60  dpv  no  hay  reactores  para  PNEs  la  vacuna  es  aprobada.  Si  en  cambio,  se  detectan 









En  nuestra  experiencia  se  utilizaron  un  total  de  7  vacunas  polivalentes  inocuas  e 
inmunogénicas  junto  con  un  control  negativo  y  la  población  sobre  la  que  se  trabajó  quedó 
confirmada seronegativa para PNEs  (sección R.2.1.1). En este estudio, se vacunaron  terneros en 
repetidas  ocasiones  con  una    dosis  de  la  vacuna  contra  la  FA  cada  vez,  a modo  de  imitar  un 





Para  la  detección  de  Acs  anti‐PNEs  se  emplearon  4  ELISAs:  3D,  3AB1  desarrollado  en 
nuestro  laboratorio, 3ABC desarrollado por el  ICT‐MILSTEIN y un  test de  referencia desarrollado 
por PANAFTOSA. Las mismas muestras  fueron analizadas por estos 4 ensayos;  los  resultados en 
cada  caso  fueron  procesados  y  normalizados  de  acuerdo  a  los  criterios  establecidos  por  el 




los  60dpv,  es  decir,  luego  de  haber  suministrado  dos  vacunaciones  (primera  inmunización  y 
booster). 
Sólo dos vacunas presentaron un perfil diferente:  la vacuna P3 que  inducen Acs a  los 30 
dpv, es decir,  luego de una única dosis y  la vacuna 6A que genera Acs anti‐ 3D medibles a  los 90 
dpv (luego de una tercera vacunación).  
Se ha  reportado que  la RNA polimerasa  (proteína 3D)  es un  componente  interno de  al 
menos un 20‐30% de los virus, así como también se ha discutido si la contaminación endógena o 
exógena de los viriones con la proteína 3D puede ser responsables de la inducción Acs específicos 










6B,  se  detectaron  animales  reactores  con  sólo  una  dosis  de  vacuna  (1  ternero  seropositivo 





sólo  se evidenció, en  al menos 1 animal por grupo  luego de efectuar 2 a 3  revacunaciones. En 
particular para  la vacuna P3, el ELISA 3ABC no detectó animales seropositivos en ninguno de  los 
dpv  evaluados,  sin  embargo,  los  otros  2  enzimoinmunoensayos  dieron  un  mismo  perfil, 
detectando 1 de 4 animales reactores a partir de  los 60 dpv (2  inmunizaciones). Es  lógico pensar 
que  la mayor  carga  antigénica  de  PNEs  en  la  formulación  vacunal  sería  capaz  de  inducir más 
tempranamente respuestas humorales detectables y un ejemplo de esto puede ser  lo observado 
para las vacunas 6A y 6B en relación a las restantes vacunas positivas.  
Finalmente,  dos  de  las  vacunas  (P4  y  P5)  junto  con  el  control  negativo  no  indujeron 
respuestas detectables a lo largo de toda la experiencia por ninguno de los ensayos utilizados. 






reflejar  distintos  niveles  de  sensibilidad,  es  importante  mencionar  que  estos 
enzimoinmunoensayos  han  sido  diseñados  para  evaluar  el  estado  epidemiológico  de  una 
población y que por lo tanto, su evaluación con números limitados de muestras puede no reflejar 







proceso de producción de  las vacunas comerciales, puede generar  interferencia con  los ensayos 
utilizados para diferenciar animales vacunados de infectados , y que los protocolos recomendados 
por  los organismos  internacionales son útiles para  la determinación de  la calidad de  las vacunas 
anti‐aftosa en este aspecto. 
Como  siguiente  paso,  nos  propusimos  determinar  la  dosis  mínima  y  el  tiempo  post 
vacunación necesarios para la detección de anticuerpos contra una versión recombinante de uno 
de estos antígenos no estructurales,  la proteína 3ABC, en bovinos seronegativos para PNEs. Para 
esto,  se  formularon  6  vacunas  experimentales  que  abarcaron  un  rango  de masas  antigénicas 
desde 670 ng/dosis a 2,6 ng/dosis en diluciones de orden 4. Cada grupo de  terneros  recibió un 
total de tres inmunizaciones cada 30 días y la respuesta inmune se evaluó hasta los 90 dpv.   
Del  análisis  de  estos  sueros  por  los  3  tests  se  concluyó  que  a  partir  de  la  primera 
inmunización (30 dpv)  las dosis más altas de  inmunógeno (670, 170 y 104,2 ng) eran capaces de 
generar niveles detectables de Acs  anti‐PNEs.  Luego de una  segunda dosis  (60 dpv)  con el  test 
ELISA 3ABC se detectó como positivo 1 de 3 animales inmunizado con 42,5 ng/dosis. Los otros dos 
enzimoinmunoensayos muestran  lo mismo  pero  a  partir  de  los  90  dpv  (luego  de  efectuada  la 
tercera inmunización) detectando, 1 animal de 3, también con la dosis de 42,5 ng. Esta diferencia 
observada  en  los  tiempos de detección podría  radicar  en  la  sensibilidad  inherente  a  cada  test, 
aunque en todos  los casos  la dosis mínima  inmunizante se hallaría comprendida en el rango que 
abarca de los 42,5 a los 10,6 ng/dosis.  
Si  bien  las  formulaciones  comerciales  evaluadas  previamente  difieren  respecto  a  las 
vacunas  experimentales  que  contienen  3ABC  recombinante,  tanto  por  la  presencia  de  otras 
proteínas como eventualmente por las sustancias inmunomoduladoras incluidas, los experimentos 












En  un  primer  estudio,  se  estableció  la  dosis  mínima  inmunizante  de  la  proteína 
recombinante 3ABC. Se formularon un total de 6 vacunas experimentales con dosis comprendidas 
en el rango que va desde 670 a 2,6 ng de masa absoluta en cada dosis.   




animales  fueron  positivos  respectivamente  a  los  45dpv,  es  decir,  en  la mitad  de  tiempo  de  la 
misma experiencia llevada a cabo en bovinos. 
Estos resultados indicarían que la sensibilidad de este modelo es aproximadamente igual a 
la de  los bovinos en relación a  la masa mínima contra  la que se  inducen respuestas detectables. 
Debido  a  que  el  volumen  inoculable  en  los  ratones  es  10  veces menor  al  de  los  bovinos,  esto 








Interesantemente,  todas  las  vacunas  probadas  en  ratón  repitieron  los  resultados 
obtenidos  en  los  bovinos.  Tal  lo  observado  previamente,  las  vacunas  6A  y  6B  indujeron 
rápidamente  anticuerpos  específicos  luego  de  la  primera  dosis  a  los  15  dpv.  Las  muestras 
obtenidas en tiempos posteriores, luego de las revacunaciones, presentaron sin embargo una alta 
reactividad inespecífica (contra el blanco) y no fue posible su determinación.  
 De  igual  forma a  lo observado en bovinos,  las vacunas V1 y V2  también generaron Acs 
anti‐PNEs  pero  sólo  luego  de  3  inmunizaciones  (22%  y  12%  de  ratones  seropositivos, 
respectivamente). En este caso, la reactividad contra el blanco en el ELISA 3AB1 ratón se mantuvo 
en niveles bajos y fue posible determinar también tiempos posteriores (hasta 60 dpv), cuando se 
observó  un  aumento  del  porcentaje  de  seropositivos  (78%  para  V1  y  50%  para  V2).  Tanto  el 





 La  existencia  de  reactividad  inespecífica  observada  en  el  ELISA  para  los  animales 
inoculados con  las vacunas 6A y 6B, posiblemente se relacione con el método de producción de 
estas vacunas que fueron sometidas a un proceso de concentración del antígeno viral, según datos 
provistos  por  el  fabricante.  Este  proceso  trae  como  consecuencia  la  concentración  también de 
otras proteínas celulares,  las cuales podrían  inducir anticuerpos en  los animales provocando esta 
interferencia  en  el  ELISA  3AB1  ratón,  la  cual  se  evidenció  más  claramente  luego  de  las 
revacunaciones.  En  este  sentido,  las  vacunas  V1,  V2  y  P5  fueron  producidas  sin  procesos  de 
concentración  previos  y  no  presentaron  dicha  interferencia,  independientemente  de  que 
resultaran positivas o negativas al ELISA 3AB1 ratón. 
Más allá de este aspecto, es interesante resaltar que todas las vacunas probadas en ratón 






Esto  indicaría  un  ajuste  diferente  entre  las  curvas  de  dosis mínima  inmunizante  y  los 
resultados obtenidos para las vacunas comerciales en bovinos y en ratones. Una hipótesis posible 
es  que  la  inmunogenicidad  en  ratones  de  las  versiones  nativas  de  las  PNEs  asociadas  a  restos 
celulares y arrastradas durante el proceso de producción, podría ser mayor que la de los antígenos 




es  una  estrategia  posible,  con  resultados  iniciales  alentadores  que merecen  ser  profundizados 










placa y así  realizar una evaluación de  la pureza de cada  formulación a  lo  largo de  las etapas de 
producción. Adicionalmente,  si  bien  fue  seleccionado  en  principio  como  un método  cualitativo 
para  determinar  la  presencia  de  las  PNEs  en  la  muestra  analizada,  también  permitiría  una 
estimación de la cantidad de estos antígenos.  
El diseño del test se realizó sobre un esquema de ELISA de captura, que mediante placas 
sensibilizadas  con  anticuerpos  específicos  para  las  PNEs,  permitirían  analizar  suspensiones 
antigénicas complejas manteniendo buenos niveles de especificidad. La detección en este caso, en 
el  que  para  el  revelado  se  utiliza  una  enzima HRP  conjugada  a  un  suero  anti  especie,  debería 




La  caracterización  del  AcM  3AB1  se  realizó  por  WB  y  ELISA  enfrentándolo  contra  el 
antígeno homólogo y la proteína recombinante 3ABC. En todos los casos el AcM 3AB1 fue capaz de 
reaccionar contra estos polipéptidos hasta diluciones de al menos 1/16.000 por WB y 1/300.000 
por  ELISA. Más  aun, mediante  la  técnica  de  IFI  se  demostró  que  el  anticuerpo  fue  capaz  de 
detectar la proteína nativa, sus derivados y precursores, expresados en células BHK‐21 infectadas 
con VFA.   
El  suero  de  cobayo  hiperinmunizado  con  3AB1  fue  seleccionado  a  partir  de  su 
comparación con un suero de cobayo infectado con VFA utilizado como referencia. El protocolo de 
inmunización  repetida  favorecería  el  aumento de  la  afinidad de  los  anticuerpos producidos.  La 
caracterización fue realizada por ELISA, observándose resultados equivalentes a  los del suero del 
animal infectado.  
Los  estudios  de  factibilidad  del  ELISA  de  captura  demostraron  que  el  AcM  3AB1  se 
comporta  en  forma  comparable  que  el  AcM  3A  de  referencia,  no  habiendo  diferencias 














La  cantidad mínima de  antígeno detectable  fue de 1,2 ng/pocillo,  siendo este  límite de 
detección  adecuado  para  nuestros  propósitos,  si  se  tiene  en  cuenta  el  rango  de  cuantificación 
empleado  (curva    estándar).  Por  último,  el  análisis  de  correlación  entre  el  estándar  3AB1  y  la 
proteína de referencia 3ABC de concentración conocida, indica la similitud de detección entre los 2 
antígenos  (Fig.66), dando  idea del grado de  identidad de  los valores analíticos obtenidos con un 
método y el contenido real del parámetro (exactitud). 
Utilizando el ELISA de captura se analizó cualitativamente el remanente del antígeno 3ABC 
en  las  fases  acuosas  extraídas  de  4  de  las  vacunas  experimentales  formuladas  con  cantidades 
conocidas  de  antígeno  que  fueran  inoculadas  en  bovinos  y  ratones.  Estas  determinaciones 
demostraron  que  luego  de  dos  extracciones  fue  posible  recuperar  parte  del  antígeno  no 
estructural  en  la  formulación  oleosa.  La  cantidad  del  antígeno  recuperado  luego  de  las 
extracciones y estimado mediante el ELISA de captura no fue proporcional a la concentración del 








este orden,  la PNE no  es  recuperable para  ser detectada por  el método  analítico desarrollado. 
Cabe mencionar que esta dosis de 10,6 ng  inoculada en ambos modelos animales,  tampoco  fue 
inductora de anticuerpos específicos aun al efectuar revacunaciones. 
Por último,  se  realizó  la  infección de una suspensión de células BHK‐21 con el VFA para 







no  se  detectó  la  presencia  de  PNEs  nativas  en  estas  muestras  puesto  que  los  valores  de 
absorbancia  del  experimento  fueron  iguales  a  los  del  control  negativo.  Tres  fracciones, 
correspondientes  al  pellet  celular,  un  lavado  del  mismo  y  al  sobrenadante  celular  fueron 
analizadas  por WB  empleando  como  detector  el AcM  3AB1,  detectándose  la  asociación  de  las 
PNEs virales nativas a los restos celulares del pellet y no a las otras 2 fracciones.  
De  estos  resultados  puede  inferirse  que  parte  de  las  PNEs  del  tipo  3A  y  3AB  serían 
capturadas por  los restos celulares durante  la clarificación en  los procesos de elaboración de  las 
vacunas  anti‐aftosa  y  por  lo  tanto  no,  estarían  incluidas  en  el  antígeno  vacunal.  Sin  embargo, 
cuando  la  partícula  viral  es  concentrada,  hasta  valores  superiores  al  80X,  es  posible  que  ese 
concentrado también contenga proteínas remanentes de menor peso molecular como  lo son  las 
PNEs,  las  cuales  sí  estarían  incluidas  en  el  antígeno  de  la  vacuna.  En  esto  último  radica  la 
importancia de evaluar  la presencia de estas proteínas espurias en  los  fluidos de elusión de  las 
distintas etapas de producción de las vacunas anti‐aftosa.  
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